Determination of trace elements\u27 reference intervals in healthy adults\u27 blood samples by inductively coupled plasma mass spectometry by Žavbi, Marko
UNIVERZA    V   LJUBLJANI 




 LABORATORIJSKE BIOMEDICINE 
Ljubljana 2020 
I
UNIVERZA    V   LJUBLJANI 
FAKULTETA ZA FARMACIJO 
MARKO ŽAVBI 
DOLOČANJE REFERENČNIH INTERVALOV                                        
ELEMENTOV V SLEDOVIH V KRVI ZDRAVIH ODRASLIH OSEB              
Z METODO MASNE SPEKTROMETRIJE Z INDUKTIVNO                
SKLOPLJENO PLAZMO 
DETERMINATION OF TRACE ELEMENTS' REFERENCE INTERVALS 
IN HEALTHY ADULTS' BLOOD SAMPLES                                              
BY INDUCTIVELY COUPLED PLASMA MASS SPECTROMETRY 
MAGISTRSKI ŠTUDIJ 
 LABORATORIJSKE BIOMEDICINE 
Ljubljana 2020 
II
Magistrsko delo je bilo opravljeno v Laboratoriju za analitiko encimov in elementov na 
Kliničnem inštitutu za klinično kemijo in biokemijo - Univerzitetni Klinični Center v Ljubl-
jani pod mentorstvom izr. prof. dr. Milana Skitka, spec. med. biokem. in somentorstvom 
mag. Alenke France-Štiglic, spec. med. biokem. 
Zahvala 
        
Somentorica mag. Alenka France-Štiglic, mentor prof. dr. Milan Skitek, predsednik komisije 
prof. dr. Samo Kreft, član komisije doc. dr. Stane Pajk, vodja laboratorija mag. Alenka 
Sešek-Briški in vsi ostali, ki ste me motivirali in usmerjali tok naloge - hvala vam! 
    
         
...remember we are all made of stardust.  
- Carl Sagan 
Izjava 
  
Izjavljam, da sem magistrsko delo samostojno izdelal pod mentorstvom izr. prof. dr. 
Milana Skitka, spec. med. biokem. in somentorstvom mag. Alenke France-Štiglic, spec. 
med. biokem. 
Ljubljana 2020                                                                    Marko Žavbi 
Predsednik komisije:  prof. dr. Samo Kreft 




Kazalo vsebine             V 
Kazalo preglednic                    VII 
Kazalo grafov                    VIII 
Povzetek              X 
Abstract            XI 
Seznam okrajšav                   XII 
1. Uvod              1 
1.1 Značilnosti elementov v sledovih          3 
1.1.1 Litij, rubidij in cezij          5 
1.1.2 Berilij, stroncij in barij          5 
1.1.3 Galij in Talij           6 
1.1.4 Kositer in Svinec           6 
1.1.5 Arzen in antimon          8 
1.1.6 Selen            9 
1.1.7 Titan            9 
1.1.8 Vanadij            9 
1.1.9 Krom in molibden        10 
1.1.10 Mangan          11 
1.1.11 Kobalt          12 
1.1.12 Nikelj          13 
1.1.13 Baker, srebro in zlato        13 
1.1.14 Cink, kadmij in živo srebro       15 
1.1.15 Uran          17 
1.2 Masna spektrometrija z induktivno sklopljeno plazmo (ICP-MS)    18 
1.2.1 Razpršilec in razpršilna komora       18 
1.2.2 Bakla          18 
1.2.3 Stožci, ionske leče in oktopol       19 
1.2.4 Kvadrupol         19  
V
1.2.5 Detektor          20 
1.3 Referenčna območja          21 
1.3.1 Izbira primernih referenčnih posameznikov     21 
1.3.2 Definiranje predanalitičnih in analitičnih pogojev    22 
1.3.3 Statistična obdelava referenčnih vrednosti     22 
1.3.4 Vrednotenje referenčnih intervalov      23 
2. Namen dela in načrt za delo         24 
3. Materiali in metode          25 
3.1 Preiskovanci           25 
3.2 Vzorci            25 
3.3 Reagenti, standardni in kontrolni material       25 
3.4 Delovno okolje, instrumenti in laboratorijski material     28 
3.5 Merjenje analitov          28 
3.6 Analiza podatkov          29 
4.  Rezultati           31 
5.  Razprava           39 
6.  Sklep            51 




Preglednica 1. Prikaz razvrščanja preiskovancev po starosti in spolu     25 
Preglednica 3. Preglednica zbranih podatkov statistične analize elementov   31 
Preglednica 4. Primerjave referenčnih vrednosti elementov v sledovih med skupinami  32 
VII
Kazalo grafov 
Graf 1. Primerjava deležev možnih količin elementov v sledovih iz okolja.     4 
Graf 2. Grafični prikaz percentilne porazdelitve za Li.      33 
Graf 3. Grafični prikaz percentilne porazdelitve za Rb.      33 
Graf 4. Grafični prikaz percentilne porazdelitve za Cs.      33 
Graf 5. Grafični prikaz percentilne porazdelitve za Be.      33 
Graf 6. Grafični prikaz percentilne porazdelitve za Sr.      33 
Graf 7. Grafični prikaz percentilne porazdelitve za Ba.      33 
Graf 8. Grafični prikaz percentilne porazdelitve za Ga.      34 
Graf 9. Grafični prikaz percentilne porazdelitve za Tl.      34 
Graf 10. Grafični prikaz percentilne porazdelitve za Sn.      34 
Graf 11. Grafični prikaz percentilne porazdelitve za Pb.      34 
Graf 12. Grafični prikaz percentilne porazdelitve za As.      34 
Graf 13. Grafični prikaz percentilne porazdelitve za Sb.      34 
Graf 14. Grafični prikaz percentilne porazdelitve za Se.      35 
Graf 15. Grafični prikaz percentilne porazdelitve za Ti.      35 
Graf 16. Grafični prikaz percentilne porazdelitve za V.      35 
Graf 17. Grafični prikaz percentilne porazdelitve za Cr.      35 
Graf 18. Grafični prikaz percentilne porazdelitve za Mo.      35 
Graf 19. Grafični prikaz percentilne porazdelitve za Mn.      35 
Graf 20. Grafični prikaz percentilne porazdelitve za Co.      36 
Graf 21. Grafični prikaz percentilne porazdelitve za Ni.      36 
Graf 22. Grafični prikaz percentilne porazdelitve za Cu.      36 
Graf 23. Grafični prikaz percentilne porazdelitve za Ag.      36 
Graf 24. Grafični prikaz percentilne porazdelitve za Au.      36 
Graf 25. Grafični prikaz percentilne porazdelitve za Zn.      36 
Graf 26. Grafični prikaz percentilne porazdelitve za Cd.      37 
Graf 27. Grafični prikaz percentilne porazdelitve za Hg.      37 




Na Kliničnem inštitutu za klinično kemijo in biokemijo smo v Laboratoriju za analitiko encimov in 
elementov v sledovih uvedli sodobnejšo tehnologijo za analizo elementov v sledovih - masno 
spektrometrijo z induktivno sklopljeno plazmo (ICP-MS). ICP-MS je najsodobnejša tehnologija za 
več-elementarno analizo bioloških materialov, ki jo karakterizirajo izjemna občutljivost, speci-
fičnost in ponovljivost. Nova tehnologija je laboratoriju omogočila razširitev nabora analiziranih 
elementov v sledovih in zahtevala posodobitev obstoječih referenčnih intervalov ter postavitve 
novih referenčnih intervalov.  
Za določitev zanesljivih referenčnih intervalov smo z izborom predanalitičnih in analitičnih 
postopkov zagotovili primerno odraslo slovensko populacijo. Pri izvajanju protokola analize smo 
sledili standardnim smernicam CLSI-C28-A3. V vzorcih polne krvi smo z metodo redčenja v 
amonijevi raztopini in tehnologijo ICP-MS določali 27 elementov v sledovih: Li, Rb, Cs, Be, Sr, 
Ba, Ga, Tl, Sn, Pb, As, Sb, Se, Ti, V, Cr, Mo, Mn, Co, Ni, Cu, Ag, Au, Zn, Cd, Hg in U. Določili 
smo referenčne intervale za elemente v sledovih v krvi za odraslo slovensko populacijo: Litij (Li) 
< 6.5 µg/l, Rubidij (Rb) 1597-3529 µg/l, Cezij (Cs) < 6.0 µg/l, Berilij (Be) < 0.271 µg/l,   Stroncij 
(Sr) < 21 µg/l, Barij (Ba) < 0.74 µg/l, Galij (Ga) < 0.059 µg/l, Talij (Tl) < 0.034 µg/l,  Kositer (Sn) 
< 0.62 µg/l, Svinec (Pb) < 29 µg/l,  Arzen (As) < 1.64 µg/l, Antimon (Sb) ni določen, Selen (Se) 
71-156 µg/l, Titan (Ti) ni določen, Vanadij (V) < 0.070 µg/l, Krom (Cr) < 0.45 µg/l, Molibden (Mo) 
< 1.0 µg/l, Mangan (Mn) 4.2-14.1 µg/l, Kobalt (Co) < 0.33 µg/l, Nikelj (Ni) < 0.25 µg/l,   Baker 
(Cu) 508-1307 µg/l, Srebro (Ag) < 0.232 µg/l, Zlato (Au) < 0.008 µg/l, Cink (Zn) 5944-7600 µg/l, 
Kadmij (Cd) < 1.49 µg/l, Živo srebro (Hg) < 4.6 µg/l in Uran (U) < 0.019 µg/l. Za zanesljivo 
določanje Sb in Ti smo razširili standardni rutinski postopek določanja. 
Rezultate referenčnih intervalov slovenske populacije smo primerjali z dostopnimi svetovnimi viri 
podatkov in ovrednotili ujemanja in morebitna odstopanja. S primerjavo smo ugotovili, da na 
razlike med referenčnimi intervali za elemente v sledovih med primerjanimi populacijami 
pomembno vplivajo geografski, ekonomski in individualni dejavniki. Ugotavljamo tudi, da je za 
interpretacijo slovenske populacije nezanesljivo povzemati in uporabljati referenčne intervale tujih 
populacij. 
Z našo raziskavo smo potrdili izredno prednost in pomembnost določitve lastnih referenčnih 
intervalov za elemente v sledovih, saj so le zanesljivi referenčni intervali edini pravilni pristop v 
interpretaciji laboratorijskih rezultatov. 
Ključne besede 
Elementi v sledovih, referenčni intervali, CLSI-C28-A3, ICP-MS, induktivno sklopljena plazma, 
masna spektrometrija, človek, kri  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Abstract 
At the Clinical Institute of Clinical Chemistry and Biochemistry, in the Laboratory for Analysis of 
Enzymes and Trace Elements we have introduced a modern technology for analysis of trace 
elements  - Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry (ICP-MS). ICP-MS is a state-of-the-art 
technology for multi-elemental analysis of biological materials, characterised by great sensitivity, 
specificity and repeatability. New technology has enabled the laboratory to expand the set of 
analysed trace elements and required the updating of existing reference intervals and the setting of 
new reference intervals. 
To determine reliable reference intervals, we ensured a suitable adult Slovenian population by 
selecting pre-analytical and analytical procedures. The standard CLSI-C28-A3 guidelines were 
followed when performing the analysis protocol. In whole blood samples, 27 trace elements were 
determined by the dilution method in ammonium solution and ICP-MS technology: Li, Rb, Cs, Be, 
Sr, Ba, Ga, Tl, Sn, Pb, As, Sb, Se, Ti, V, Cr, Mo, Mn, Co, Ni, Cu, Ag, Au, Zn, Cd, Hg and U. We 
determined reference intervals for trace elements in the blood of the adult Slovenian population: 
Lithium (Li) < 6.5 µg/l, Rubidium (Rb) 1597- 3529 µg/l, Caesium (Cs) < 6.0 µg/l,  Beryllium (Be) 
< 0.271 µg/l, Strontium (Sr) < 21 µg/l, Barium (Ba) < 0.74 µg/l,  Gallium (Ga) < 0.059 µg/l, 
Thallium (Tl) < 0.034 µg/l, Tin (Sn) < 0.62 µg/l, Lead (Pb) < 29 µg/l, Arsenic (As) < 1.64 µg/l, 
Antimony (Sb) not determined, Selenium (Se) 71-156 µg/l, Titanium (Ti) not determined, 
Vanadium (V) < 0.070 µg/l, Chromium (Cr) < 0.45 µg/l, Molybdenum (Mo) < 1.0 µg/l, Manganese 
(Mn) 4.2-14.1 µg/l, Cobalt (Co) < 0.33 µg/l, Nickel (Ni) < 0.25 µg/l, Copper (Cu)  508-1307 µg/l, 
Silver (Ag) < 0.232 µg/l, Gold (Au) < 0.008 µg/l, Zinc (Zn) 5944-7600 µg/l, Cadmium (Cd) < 1.49 
µg/l, Mercury (Hg) < 4.6 µg/l and Uranium (U) < 0.019 µg/l. For reliable determination of Sb and 
Ti, we extended the standard routine protocol. 
The results of the reference intervals of the Slovenian population were compared with available 
global data sources and evaluated for matches and possible deviations. By comparison, we found 
that the differences between the reference intervals for trace elements between the compared 
populations were significantly influenced by geographical, economic and individual factors. We 
found that for the interpretation of the Slovenian population it is unreliable to summarise and use 
reference intervals of foreign populations  
With our research, we confirmed the extraordinary advantage and importance of determining our 
own reference intervals for trace elements, as only reliable reference intervals are the only correct 
approach in the interpretation of laboratory results. 
Key words 
Trace elements, reference intervals, CLSI-C28-A3, ICP-MS, inductively coupled plasma, mass 
spectrometry, human, blood  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 1. Uvod  
Zemlja, naš planet, je iz ostankov molekularnega oblaka supernove začel nastajati v osončju 
nastajajočega Sonca pred približno 4.54 milijarde let. Z vrtenjem, gravitacijskim kolapsom 
materialov ter trki z bližnjimi astronomskimi telesi, se je na njej zadrževala materija različnih 
kemijskih elementov sintetiziranih v stelarnih procesih preminulih zvezd (elementi do mase železa) 
in nukleosintezi po zvezdnih eksplozijah (elementi težji od mase železa) ter drugimi kozmičnimi 
procesi. Mlad, nemiren planet se je milijardo let počasi ohlajal ter sčasoma tudi zadosti umiril in 
upočasnil, da je na njem obstala voda, kar je omogočilo nastanek in obstoj zaščitne atmosfere. 
Kmalu zatem so se na Zemlji pojavila prva živa bitja. Čez čas so klimatske ugodnosti dopuščale 
med drugimi tudi masovno razširitev organizmov, ki so za obstoj uporabljali biokemijski proces 
fotosinteze. Pri tem so nastale izredno velike količine molekularnega kisika, ki je za vselej 
spremenil površinske pogoje planeta in posledično usmerjal potek življenja na Zemlji. Skozi 
večmilijonsko zgodovino so dinamični procesi geosfere (litosfere, hidrosfere, atmosfere in biosfere) 
in procesi iz vesolja vplivali na doprinos in izgubo ter razporeditve kemijskih elementov na planetu 
[1, 2]. Danes zemeljsko maso, skupaj z njeno atmosfero, sestavlja 94 različnih naravnih kemijskih 
elementov, ki se v različnih sestavah frakcionirajo po planetu v različne geokemijske rezervoarje 
(atmosfera, skorja, plašč in jedro). Goldschmidt je opredelil, da je različnost sestave našega planeta 
mogoče razložiti s pomočjo fizikalno-kemijskih lastnosti elementov. Elemente je na podlagi 
afinitete do glavnih   strukturnih faz Zemlje razdelil v štiri afinitetne skupine:     
 1. Atmofilni elementi (nekovine: H, C, N, žlahtni plini: He, Ne, Ar, Kr, Xe), ki se 
medsebojno povezujejo v pline in hlapne hidride atmosfere in hidrosfere.     
 2. Litofilni elementi (elementi reaktivnih kovin Li, Na, K, Rb, Cs, Be, Mg, Ca, Sr, Ba, 
polkovin: Sc, Y, La, Ti, Zr, Hf, V, Nb, Ta, Cr, vseh naravnih lantanidov in lažjih nekovin: B, Al, Si, 
P, O, F, Cl, Br in I). Tvorijo stabilne ionske vezi s Si, s kovalentnimi interakcijami pa izkazujejo 
močno afiniteto do O in H. Sestavljajo predvsem plašč silikatnih mineralov Zemlje.    
 3. Halkofilni elementi (pretežno kovine: Cu, Ag, Zn, Cd, Hg, Ga, In, Tl, Sn, Pb in Bi, 
polkovine: Ge, As, Sb, Te ter težje nekovine: S in Se). Imajo nizko afiniteto do O in visoko 
tendenco po kovalentni interakciji z S v sufide, predvsem nekovine pa z H v hlapne hidride. Ti 
sestavljajo pretežno gostejši mineralni plašč skorje pod silikatnimi minerali.     
 4. Siderofilni elementi (pretežno prehodni elementi: Mo, W, Mn, Re, Fe, Ru, Os, Co, Rh, Ir, 
Ni, Pd, Pt in Au), ki s kovinskimi vezmi izražajo visoko afiniteto do Fe in so skoncentrirani 
predvsem v gostem jedru planeta.  
Kemijski preobrat zaradi kisika je omogočil nekaterim reaktivnejšim elementom litofilne, 
siderofilne in halkofilne skupine prehode med afinitetnimi skupinami in tako določil njihovo novo 
distribucijo na površini planeta [1, 3, 4].   
Selektivni proces evolucije organizmov na Zemlji je vselej potekal v odvisnosti od okolja. Tekom 
evolucije so se v biološke molekule celic lahko zaradi kemijsko-fizikalnih sorodnosti vgrajevali 
različni razpoložljivi elementi. Razpoložljivost teh elementov pa je bila odvisna predvsem od nivoja 
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prostega kisika v pra-atmosferi, saj je ta določal topnost in dostopnost elementov zemeljske skorje v 
vodah, kjer je potekala glavnina evolucija. Tako so nekateri elementi postali integralni deli ali le 
občasni spremljevalci bioloških struktur organizmov. V selektivnem procesu evolucije, pa so se v 
organizem strukturno in funkcionalno integrirali le elementi, ki so s svojimi lastnostmi tvorili 
ugodne dinamične molekularne mehanizme in omogočali preživetje ter bili hkrati vsaj v sledovih 
prisotni v okolju. Ker je življenje organizmov posledično postalo prilagojeno in odvisno od njih, jih 
imenujemo esencialni elementi. Za človeka je esencialnih večina reprezentančnih elementov iz 
okolja: H, O, C, N, P, S, Cl, Na, K, Mg, Ca ter nekaterih elementov v sledovih: Fe, Se, Co, Zn, Cu, 
Mn, Mo. Za Cr obstajajo danes deljena  mnenja glede esencialne vloge [35, 36]. Nasprotno pa so 
bili nekateri elementi le občasni spremljevalci bioloških struktur ali metabolizma organizmov bod-
isi, ker so bili v okolju skozi čas evolucije prisotni v ultra nizkih sledeh ali pa so nastopali v kemi-
jsko inertnih oblikah. Pod temi pogoji se s takšnimi elementi v času evolucije ni vzpostavila ugodna 
odvisnost, zato so ti elementi za organizem neesencialni. Razmerje elementov je v človeškem telesu 
skozi življenje bolj ali manj stalno ter pod vplivom ravnovesja iz okolja [7, 8]. Ocenjujejo, da je v 
povprečju 70 kg človeško telo sestavljeno iz približno 7·1027 atomov iz množice vsaj 41 elementov 
[5]. 99.00 % delež te količine atomov predstavljajo le štirje, t. i. glavni elementi: H, O, C in N. Ti so 
zastopani v velikostnih razredih od 1025 do 1027 atomov. Nadaljnjih 0.90 % pretežno zaseda osem do 
deset elementov: Ca, P, S, Na, K, Cl, Mg, Si ter F in Fe. Ti elementi nastopajo v velikostnih 
razredih od 1022 do 1025 atomov. Elementi, ki predstavljajo delež atomov nižji od 0.09 % in 
predstavljajo velikostne razrede od 1017 ter do 1022 atomov v telesu, so: Zn, Rb, Sr, Br, Al, Cu, Pb, 
Cd, B, Mn, Ni, Li, Ba, I, Sn, Au, Zr, Co, Ce, Cs, Hg, As, Cr, Mo, Se, Be, V ter U. Te elemente so v 
prejšnjem stoletju zaradi analitičnih omejitev v kvantitativni analizi poimenovali kot elemente v 
sledovih. Po velikostnem razredu 1010 atomov sledi na 42. mestu Ra, kateremu še v nižjih količinah 
sledijo preostali predstavniki t.i. elementov v ultra sledovih [5, 6]. Visok delež elementa v 
človeškem organizmu ne nujno nakazuje tudi na njegovo biološko pomembno vlogo za obstoj.  
Z razvojem človeške vrste je prišlo do podrejanja in izkoriščanja okolja. Krčenja naravnih 
rezervatov za namene ustvarjanja umetnih ekosistemov ter iznajdbe prvih procesov pridobivanja in 
obdelave kovin, so sprožili počasno in lokalno disperzijo kovinskih elementov v okolje. V obdobju 
industrijske revolucije, pa se zaradi težnje po surovinah prične čezmerno spreminjanje ekosistemov. 
Izredna težnja po kovinah vodi v intenzivno rudarjenje in predelavo, trgovanje z njimi pa v hitro 
globalno disperzijo. Tako se na površju planeta že desetletja kopičijo redkejši kovinski elementi 
zemeljske skorje. Stalen vnos in kopičenje kovin v okolje pa predstavlja dolgotrajno ekološko 
breme, saj kovine kot prvine niso biološko razgradljive. Njihova razpolovna doba v tleh lahko traja 
od nekaj desetletij do tisočletja (npr. za Zn do 510 let, za Cd do 1100 let, za Cu do 1500 let, za Pb 
do 5900 let) [10]. Najvplivnejši antropogeni (industrijski, kmetijski in urbani) izvori kovin so 
danes: rudarska industrija z odlagališči odpadkov in naplavinami rečnih sedimentov (As, Cd, Hg, 
Pb, Nb, Se), železarska, jeklarska in kovinsko predelovalna industrija (Fe, Zn, Cu, Ni, Cr, Cd, Pb), 
galvanizacija (Fe, Zn, Cr, Pb), industrija plastike (Co, Cr, Cd, Hg), tekstilna industrija (Zn, Al, Ti, 
Sn), kemijska industrija (Sn, Li, Cd, Pb, Ni Zn, Sb, Ti, V, Cr), industrija elektronike (Zn, Cu, Ni, 
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Cd, Sb, Ga, Ge, As), rafinerije (Pb, Ni, Cr), lesna industrija (Cu, Cr, As). Kmetijstvo z gnojili (Zn, 
As, Cd, Mn, Mo, V, U), živalskim gnojem (As, Cu, Mn, Zn), apnom (As, Pb), namakalnimi vodami 
(Cd, Pb, Se), pesticidi (Cu, Mn Zn) in fungicidi (As, Pb). Zračni depoji izvora kovin so urbana 
industrijska središča s sežigalnicami in odlagališči (Cd, Cu, Pb, Sn, Hg, V), pirometalurška 
industrija (As, Cd, Cr, Cu, Mn, Pb, Sb, TI, Zn), izgorevanje fosilnih goriv (Be, Hg, As, Pb, Sb, Se, 
U, V, Zn, Cd) in izpušnih plinov avtomobilov, ladij, letal (Mo, Pb, V), zdravstvo   (Ag, Zn, Ga, Au, 
Co,Ti, Hg), propadajoči industrijski in urbani objekti [9, 16, 24, 46, 47, 49]. 
Današnja distribucija elementov v sledovih (Graf 1) prikazuje vzpostavljene koncentracijske odnose 
med litosfero, hidrosfero in atmosfero iz katerih so se s selektivnim in neselektivnim privzemom 
vzpostavili koncentracijski odnosi elementov v sledovih v biosferi rastlin in živali. Človek je s 
količinami elementov v sledovih iz litosfere, hidrosfere in atmosfere v neposrednem in posrednem 
odnosu preko količin iz biosfere rastlin in živali, ki ju uporablja za svojo prehrano. Elementi v 
sledovih imajo tudi dodaten za zdravje zelo pomemben izvor, ki je neposredno vezan na človeško 
aktivnost. Izpostavljenost človeka v okolju s stalnimi in višjimi količinami elementov v sledovih, 
zanj tako neesencialnih kakor tudi esencialnih, lahko vodi do akutnih ali celo kroničnih težav z 
zdravjem. Nasprotno lahko zdravstvene težave nastopijo tudi, če je zaradi določenih bioloških, 
okoljskih ali osebnostnih vzrokov človeško telo v pomanjkanju esencialnih elementov v sledovih.  
Danes, v času vse večje ozaveščenosti kvalitete življenja, potrebuje sodobni človek tudi vse več 
informacij o sebi in okolju v katerem živi in dela. Pri tem mu do številnih odgovorov o njegovem 
zdravju na sodoben znanstveni način pomaga interdisciplinarno usmerjena laboratorijska medicina. 
V podporo razvoju in uporabnosti so odločili na Inštitutu za klinično kemijo in biokemijo v rutinsko 
delo vpeljati sodobnejšo tehnologijo za več-elementarno določanje elementov v sledovih - masno 
spektrometrijo z induktivno sklopljeno plazmo (ICP-MS). Vpeljava te tehnologije zahteva 
posodobitev obstoječih referenčnih intervalov za elemente v sledovih: Pb, Se, Cr, Mn, Co, Ni, Cu, 
Zn, Cd in Hg ter postavitev novih referenčnih intervalov za novo vpeljane elemente v sledovih v 
nabor preiskav: Li, Rb, Cs, Be, Sr, Ba, Ga, Tl, Sn, As, Sb, Ti, V, Mo, Ag, Au in U. 
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Graf 1. Primerjava verjetnih količin elementov v sledovih v okolju. Prikazane so količine  elemen-
tov v logaritemskem odnosu za litosfero - zemeljska skorja, hidrosfero - morja in reke,   biosfero po 
izvoru hrane na: biosfero - hrana rastline, biosfero - hrana kopenske živali, biosfero - hrana morske 
živali. Prirejeno po [5]. Log pp; logaritem deleža elementov, < LOD; pod mejo detekcije. 
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 1.1. Značilnosti elementov v sledovih 
 1.1.1.  Litij, rubidij in cezij  
Litij (3Li) se na Zemlji pojavlja v dveh izotopih: v glavnem kot 7Li in manj (7 %) kot 6Li. Prav tako 
Rubidij (37Rb) nastopa v dveh izotopih: stabilnem 85Rb in radioaktivnem 87Rb (27 %) z izredno 
dolgo razpolovno dobo 49·109 let. Cezij (55Cs) pa kot stabilen monoizotopni element 133Cs [20]. Ti 
alkalijski elementi litosfere in hidrosfere zaradi svoje visoke reaktivnosti podobno kot K in Na v 
naravi ne nastopajo v elementarnem stanju temveč v ionskih spojinah kot monovalentni ioni Li+, 
Rb+ in Cs+. Vsi trije elementi so za človeka neesencialni elementi. Naravni izvor Li+, Rb+ in Cs+  so 
kamnine zemeljske skorje. Antropogeni izvor pa sta predvsem visoko tehnološko usmerjena 
industrija ter medicina [16]. Li+ je elektrokemijsko podoben Na+, Rb+ in Cs+ pa sta podobna K+. Za 
njih je značilno, da kot prosti, nevezani ioni enostavno prehajajo biološke membrane ter se 
homogeno distribuirajo po telesu. Kot analogi Na+ in K+ so z njima v dinamičnem ravnotežju. Z 
razliko od Rb+ in Cs+, ki imata tendenco po dinamični intracelularni akumulaciji se (pri normalnem 
delovanju ledvic) ti elementi navadno ne akumulirajo v tkivih [19, 23]. Z razliko od Cs, Li in Rb z 
nevromodulatornim delovanjem v centralnem živčnem sistemu stabilizirata razpoloženje osebe 
[21]. Li (domnevno tudi Rb [22]) se zato uporablja v terapevtske namene za zdravljenje motenj 
razpoloženja. Slednja, dolgotrajna uporaba je tudi najpogostejši in najverjetnejši vzrok za nefro-, 
tireo- in nevro-toksične učinke Li. V nekaterih okoljskih raziskavah so prišli do sklepov, da bi s 
preventivnim vnosom nizkih količin Li iz narave v populacijo lahko zniževali stopnjo bipolarnih 
motenj razpoloženja rizičnih posameznikov in tako ugodno vplivali na kvaliteto njihovih življenj ter 
izboljšali medsebojne odnose v družbi [18]. Zastrupitve z Ru in Cs so redke.  
1.1.2.  Berilij, stroncij in barij 
Iz družine zemljoalkalijskih elementov se Berilij (4Be) v naravi nahaja v monoizotopski obliki 9Be. 
Stroncij (38Sr) nastopa v štirih izotopih: 88Sr (83 %), 86Sr (7 %), 87Sr (10 %) ter 84Sr manj kot 0,6 %. 
Barij (56Ba) pa je izredno poliizotopen element in ga sestavlja kar sedem izotopov: 138Ba (72 %), 
137Ba (11 %), 136Ba (8 %), 135Ba (6 %), 134Ba (2 %) ter 132Ba in 130Ba (< 0,1 %) [20]. Be, Sr in Ba so 
zelo reaktivni elementi zemeljske skorje z visoko tendenco po kovalentnih interakcijah. Be, Sr in 
Ba uporabljamo predvsem v proizvodnji posebno trdnih zlitin in keramik, eksplozivov in drugih 
posebnih izdelkov za namene vojaške in vesoljske industrije. Ba se uporablja kot kontrastno 
sredstvo v medicini (BaSO4). Pomemben del Be je berilijev(II) oksid BeO iz sežiga premoga v 
kurilni sezoni. Be2+ pri fiziološkem pH tvori netopen hidroksid Be(OH)2 in fosfat Be3(PO4)2. Be2+ 
Sr2+,Ba2+ se v telesu distribuirajo kot prosti ioni, ioni v obliki kompleksov s citrati, fosfati, oksalati 
in vezani predvsem na albumin in druge proteine. Be2+ je majhen ion, ki lahko v encimih izpodriva 
Mg2+ in zaseda njegovo mesto. Na številne encime (alkalna fosfataza, kisla fosfataza, ATP-aza, 
heksokinaza) deluje inhibitorno, kar vodi do okvar metabolnih procesov. Sr2+se zaradi kemijske 
sorodnosti s Ca2+ vgrajuje v hidroksiapatit kostneega tkiva in tako podaljšuje biološko razpolovno 
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dobo. Posledično koncentracije Sr2+ nihajo s fiziološkimi in patofiziološki procesi v kostnini. Ba2+ 
deluje kot antagonist K+ v Na/K črpalki celične membrane. Inhibicija črpalke moti vzdrževanja 
celičnega K+ gradienta in vzpostavljanje membranskega potenciala. Posledična depolarizacija 
membran celic pa lahko vodi do srčne aritmije in mišične paralize [16, 23]. 
1.1.3.  Galij in Talij 
Galij (31Ga) v naravi zastopan v obliki dveh izotopov 69Ga (60 %) in 71Ga (40 %) [20]. Je halkofilni 
element zemeljske skorje in izraža afiniteto do S in H. Zaradi reaktivnosti se v naravi ne nahaja v 
elementarni obliki, temveč predvsem kot Ga3+ v mineralih. Ga se je zaradi široko uporabnih 
polprevodniških lastnosti znašel v vsakdanu človeka. Iz industrije izhaja v kompleksnih nestabilnih 
zlitinah kot GaAs, GaN in GaAlAs. Absorbirani Ga3+ ioni se v plazmi vežejo na transferin, v celici 
pa verjetno s produkcijo singletnega kisika inducirajo oksidativni stres. Velika večina toksikoloških 
študij je objavljenih na primeru GaAs, zato je težko izpostaviti izvzet učinek Ga [16, 26].  
Podobno kot Ga se tudi talij (81Tl) v naravi nahaja v dveh stabilnih izotopih: 207Tl (70 %) in 
203Tl (30 %) [20]. Je reaktiven halkofilni element, ki se v naravi nahaja v dobro topnih  Tl(I) in 
Tl(III)  ionskih spojinah [17, 23]. V telesu se TI3+ reducira v Tl+. Ta ima podobno ionsko velikost 
kot K+, zato prihaja pri številnih od K+ odvisnih procesih do substitucije. V procesu aktivnega 
transporta Tl+ vstopa v mehanizem Na/K-ATP-aze in enostavno prehaja celične membrane. To ima 
za posledico enakomerno distribucijo po celem telesu in moteno kontrakcijo skeletne in srčne 
mišičnine. Moti tudi aktivnosti številnih drugih od K+ odvisnih encimov, kot npr. sukcinat 
dehidrogenaze, piruvat kinaze in ribokinaze, zaradi česar prihaja do motene energijske preskrbe. 
Substitucija K+ s Tl+ v ribosomih, le-te destabilizira in okvari sintezo proteinov. Tl+ je halkofilni 
element, ki izraža tudi visoko afiniteto do žveplovih skupin. Predvidevajo, da se po interakciji z 
sulfhidrilno skupino glutationa, hidrolitično sprosti Tl-SH, ki lahko reagira z makromolekulami, kot 
je riboflavin [25]. Akutni nevrološki znaki zastrupitve se lahko razvijejo do težkih sistemskih okvar 
in odpovedi [16, 17].  
1.1.4.  Kositer in Svinec 
Kositer 50Sn je zelo poliizotopen element z znanimi desetimi naravnimi izotopi: 120Sn (32 %), 118Sn 
(24 %), 116Sn (14 %), 119Sn (9 %), 117Sn (8 %), 124Sn (6 %), 122Sn (5 %) ter 112Sn 114Sn in 115Sn, ki so 
nižji od 1%. Je halkofilni element z močno afiniteto do C, H in O. V okolje izhaja predvsem iz 
procesov in z izdelki kemijske in metalurške industrije. Prehaja predvsem v obliki prašnih 
kovinskih delcev zlitin, amfoternih oksidov (SnO) in topnih kompleksov Sn2+ in Sn4+ soli ter 
organo-Sn spojin. Z razliko od Si in Ge, lahko Sn tvori penta- in heksa-koordiniranacijske spojine. 
Takšne so tudi stabilne poliorgano-Sn spojine R3-nSnXn (R = alkil, aril; X=halogen, NO3-), ki v vodi 
hidrolizirajo do analogov karbokationa R3Sn+ in R2Sn2+, ti pa agregirajo v ciklične ali odprte 
oligomere [(R)2Sn]n>20. Nastali lipofilni agregati dobro prehajajo biološke pregrade in imajo 
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tendenco po akumulaciji v lipidnih strukturah. Posebej občutljive so mielinske ovojnice živčnih 
celic, kjer se akumulacija Sn kaže z možganskim edemom. Sn znotrajcelično na membrani 
mitohondrijev z inducirano izmenjavo Cl- za OH- spreminja protonski gradient elektronskega 
transporta, kar posledično ohromi ATP-sintazo [27, 28]. Organo-Sn spojine so zaradi izrednega 
toksičnega učinka razširjene kot industrijski biocidi [16].  
Svinec 82Pb se v naravi nahaja v štirih izotopih: 208Pb (52 %), 207Pb (22 %), 206Pb (24 %) in 
204Pb (2 %). Izotopi svinca so stabilni končni produkti radioaktivnega razpada torija 232Th v 208Pb 
ter izotopov urana 238U v 206Pb in 235U v 207Pb. Posledično zaradi variabilnosti deležev radiogenih 
izotopov svinca variira tudi standardna atomska masa svinca. [20]. Pb je halkofilni element in 
izraža močno afiniteto do S, O, C, N in P s tvorbo netopnih Pb(II) sulfitov in oksidov ter bolj topnih 
sulfatov in nitratov, z C pa tvori različne Pb-ogljikovodike, npr: R4-Pb (R: alkil, pogosto metil ali 
etil). Velike količine Pb se nahajajo v fosilnih gorivih, zato je kurjenje fosilnih goriv (kurilno 
obdobje, industrijski obrati) pomemben antropogeni vir Pb. Zaradi posebnih kovinskih lastnosti 
(električna prevodnost, mehkost in rezistenca na korozijo) je Pb pomembna surovina v kovinski 
industriji, industriji Pb-akumulatorjev in v petrokemiji (nekoč sestavina osvinčenega bencina 
(tetraalkil-Pb). Pb(II) oksid (PbO) je zelo razširjena surovina v proizvodnji stekla, keramike, 
cementov, pigmentov in usnja. Topnost slabo topnega amfoternega PbO je odvisna od pH: v kislem 
mediju nastajajo topni Pb2+ v alkalnem pa topni [Pb(OH)4]2-. Pb v telo vstopa predvsem v obliki 
topnih Pb2+ soli z absorbcijo ali kot inhaliran lipofilen tetraalkil-Pb (R4-Pb), ki prosto prehaja 
lipidne membrane. R4-Pb se enostavno distribuira po telesu in v mikrosomih jeter metabolizira z 
dealkilacijo s citokromi P450 do di- in mono-alkil Pb (R2-Pb in  R1-Pb) in Pb2+. Prosti Pb2+ je 
močan oksidant, ki lahko sproži preko Fentonove reakcije tvorbo reaktivnih kisikovih snovi ter 
zmanšuje raven antioksidantov, kot je glutation. Pb2+ lahko zaradi podobnosti vstopa v biološke 
sisteme z Zn2+, Mg2+ in  Ca2+. Pb2+ ima visoko afiniteto do cisteinskih preostankov s  koordiniranim 
Zn2+ v aktivnem mestu mitohondrijske 𝛿-aminolevulin dehidrataze, ki se nahaja pretežno v 
eritrioidnih celicah in katalizira reakcijo biosinteze porfobilinogena. Z  izpodrivanjem Mg2+ lahko 
moti oktamerizacijo encima, z izpodrivanjem Zn2+ iz aktivnega mesta monomera pa z dvema 
atomoma Pb2+ encim inhibira. V sintezi porfobilinogena Pb2+ inhibira še aminolevulin sintazo in 
ferokelatazo.  Visoko afiniteto ima tudi do citosolne pirimidin 5'-nukleozidaze, z Mg2+ v aktivnem 
centru, ki se izraža predvsem v eritroidnih celicah in katalizira razgradnjo ribonukleinske kisline. 
Pb2+ se z vgrajevanjem v strukturo hidroksiapatita akumulira v kostnini. Remodelacija kostnine mu 
omogoča izplavljanje in dolgo biološko razpolovno dobo. Akutne zastrupitve s Pb se lahko kažejo 
sistemsko kot posledice anemije. Kronične zastrupitve s Pb pa lahko zaradi okvarjene sinteze hema, 
citokromov in drugih hemoproteinov vodijo preko motene preskrbe celic s kisikom, do inhibicije 
dihalne verige in induciranega oksidativnega stresa, kar se kaže predvsem z nevro- in  nefro- 
toksičnimi toksičnimi okvarami [16, 32]. 
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1.1.5.  Arzen in antimon 
Arzen 33As se v naravi nahaja v monoizotopni obliki 75As [20]. Je halkofilni element, ki izraža 
visoko afiniteto do Fe, S, Si, H in nekoliko nižjo do O. Nahaja se pretežno v zemeljski skorji in 
raztopljen v hidrosferi. Lahko je prisoten v atmosferi zaradi vulkanske aktivnosti in požarov 
predvsem kot hlapen As(III) hidrid (AsH3) ter kot organski metil arzini (MexAsH3-x) zaradi 
aktivnosti mikroorganizmov. Dodatno ga s svojo aktivnostjo v naravo vnaša človek, predvsem s 
fosilnimi gorivi, kmetijskimi pripravki in komponentami elektronske tehnologije. As lahko prehaja 
v telo preko topnih As(III) arzenitov in As(V) arzenatov predvsem s pomočjo membranskih 
akvagliceroporinov in anionskih transporterjev. Arzenat AsO43- zaradi ionske strukturne podobnosti 
tekmuje s PO43-. Izraža večjo tendenco po interakciji s C kot PO43- z nastankom hidrolitsko nesta-
bilnih derivatov. V mitohondriju sintetiziran analog ATP, ADP-arzenat, spontano hidrolizira in 
onemogoča spoj metabolizma z oksidativno fosforilacijo. V hepatocitih se v procesu metilacije As3+ 
(manj As5+) z arzen metiltransferazo AS3MT, tvorijo stabilni mono- in dimetil-arzeniti 
[MeAsIIIO3]2-, [Me2AsIIIO2]-,, in arzenati [MeAsVO2]2-, [Me2AsVO]-, ki se odstranjujejo iz telesa 
preko akvagliceroporinov. Posledično ima As kratko biološko razpolovno dobo saj nima tendence 
po znotrajcelični akumulaciji. Metil arzenati in arzeniti lahko nadomeščajo koordiniran Zn2+ v 
Zn-domenah  proteinov in tako motijo stabilnost interakcije transkripcijskih faktorjev z DNA. As 
(predvsem As3+ ) v celicah izraža visoko afiniteto do funkcionalnih in strukturnih tiolnih skupin, 
potrebnih za vzdrževanje homeostaze redoks stanja. Slednje lahko vodi v inaktivacijo encimov, npr. 
piruvat  dehidrogenaze ali tioredoksin reduktaze (katalizira redukcijo As5+ v As3+), kar z nastankom 
in akumulacijo prostih kisikovih radikalov sproži oksidativni stres. Pri kronični zastrupitvi z As 
se širok spekter še nepojasnjenih načinov toksičnega delovanja lahko kaže na različnih nivojih 
genotoksičnosti in epigenotoksičnosti z razvojem kancerogenosti [16, 32, 33]. 
Antimon 51Sb je v naravi zastopan v obliki dveh izotopov: 121Sb (57 %) in 123Sb (43 %) [20]. 
Podobno kot As izraža visoko afiniteto do N, S, Si ter H z nastankom hlapnega Sb(III) hidrida 
(SbH3). Naravni minerali  Sb(III) antimonita in Sb(V) antimonata v zemeljski skorji so večinoma 
slabo topni v vodi. Dodatno Sb prehaja v okolje iz zlitin s Pb (Pb akumulatorji) ter kot Sb(III) oksid 
Sb2O3, ki se kot snov za zniževanje gorljivosti dodaja širokemu spektru izdelkov iz umetnih mas, 
tekstilnih vlaken, keramike in barv. Zaradi strukturne sorodnosti Sb pri človeku deluje podobno kot 
As vendar z manjšo toksičnostjo. Pogosto se kaže kronična inhalatorna izpostavljenost prašnim 
delcem, ki lahko vsebujejo Sb, kot pneumokonioza. Posebej občutljiv na Sb je mitohondrijski 
metabolizem praživali lišmanije in tripanosom, zato se kot zdravilo za te povzročitelje tropskih 
bolezni ponekod uporablja Sb-tartrat [16]. 
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1.1.6.  Selen 
Selen (34Se) je poliizotopen element in se v naravi nahaja v obliki šestih izotopov: 80Se (50 %), 
78Se (24 %), 76Se (9 %), 82Se (9 %), 77Se (8 %) in 74Se (< 1 %). 82Se je sicer radioaktiven, vendar je 
zaradi razpolovne dobe (1020 let) smatran kot stabilen [20]. Se je halkofilni element z afiniteto do H, 
S in O. V naravi se nahajata predvsem Se(IV) in Se(VI) v dokaj topnih mineralih selenitov SeO32- in 
selenatov SeO43- zemeljske skorje, hlapnem biogenem SeH ter topnih selenidih Se2-. Zaradi 
strukturne sorodnosti se Se naključno zamenjuje z S v sintezi cisteina (Cys) v selenocistein pri 
skoraj vseh organizmih in sintezi metionina (Met) v selenometionin pri rastlinah. V telo ga vnašamo 
pretežno z metaboliti rastlinske in živalske prehrane. V celicah se aminokislini selenocistein in 
selenometionin vezani na prenašalno RNA (tRNA) kot analoga Cys-tRNA in Met-tRNA lahko 
vgrajujeta v strukture številnih proteinov. V človeku se nahaja vsaj 25 specifičnih selenoproteinov z 
integrirano selenolno skupino (R-Se-) selenocisteina v aktivnem centru: izoencimi plazemskih, 
citosolnih in membranskih glutation peroksidaz (GPX, ki s pomočjo kofaktorja glutationa 
nevtralizirajo toksične derivate peroksidacije), ščitnični izoencimi iodtironin deiodinaze in 
tioredoksin reduktaze (vloga pri deiodaciji ščitničnih hormonov in redukciji disulfidnih vezi 
proteinov) ter številni drugi selenoproteini z dokaj nepojasnjenimi vlogami. Pomanjkanje Se v 
selenoproteinih zmoti predvsem delovanje GPX in drugih encimov, kar inducira oksidativni stres, 
to pa lahko vodi do sistemskih okvar. Se nima tendence po akumulaciji, saj izstopa konjugiran s 
sladkorji ali pa se z metiltransferazo metilira do hlapnega dimetil selenita (Me2SeO3) ter do 
vodotopnega trimetil selenita ([Me3SeO3]+). Pri človeku je zastrupitev s Se mogoča pogosto z 
biodostopnejšim selenometioninom [16, 32].  
  
 1.1.7.  Titan 
Titan 22Ti je prvi element prehodnega bloka, ki v naravi nastopa v petih izotopih: 48Ti (74 %), 
46Ti (8 %), 47Ti (7 %), 49Ti (5 %) in 50Ti (5 %) [20]. Za Ti ni znano, da bi igral biološko pomembno 
endogeno vlogo v človeku. Litofilna Ti(III) in Ti(IV) imata visoko afiniteto do O ter tvorita stabilne 
titanove(III) okside Ti2O3  in titanove(IV) okside TiO2. Izredno razširjena je uporaba Ti kot TiO2 v 
industriji pigmentov (barve, premazi, kozmetični izdelki). Inertni nanodelci TiO2 lahko prehajajo 
biološke pregrade ter se distribuirajo in akumulirajo v vseh tkivih telesa. Čisti kovinski Ti ali Ti v 
zlitinah z AlV ali AlNb, je zaradi primernih lastnosti in izredne biokompatibilnosti ter sposobnosti 
integracije s kostnino, zelo razširjen kot ortopedski in protetični material v medicini. Vendar 
mehanska stabilnost in kemijska inertnost teh materialov nista popolni. Zaradi posledic abrazije in 
korozije  implantatov lahko v tkivih prihaja do vnetnih procesov in nekroze [29].  
1.1.8.  Vanadij 
Vanadij 23V se v naravi nahaja v dveh izotopih: 51V ter 50V (< 1%) [20]. Je litoflni prehodni element 
z visoko afiniteto do O, Si in H. Za razliko od bakterij in rastlin, V za človeka ni esencialen, a kljub 
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temu vstopa v metabolizem v zelo kompleksnih kemijskih mehanizmih. Amfoteren V2O5 v vodi 
disociira v odvisnosti od pH. V kislem mediju prevladujeta vanadijev(III) ion V3+, vanadatni(IV) 
ion VIVO2+ , vanadat(V) ion VVO2+ v alkalnem pa vanadatna(V) iona VVO3- in VVO43-. VO43- je 
strukturno podoben fosfatnemu PO43- in antagonistično vstopa v regulacijo K-ATPaze, miozin 
ATPaze, adenilat ciklaze in proteinskih kinaz. Glavna redoks partnerja v patofiziologiji človeka sta 
V5+ in V4+. V plazmi sta vezana na transferin, V4+ tudi na albumin. V celicah pa po redukciji iona 
V4+ in V3+ tvorita koordinacijske komplekse s proteini in kratkimi peptidi s cisteinskimi preostanki 
[16]. Ion V4+, ki lahko v celico prehaja s pasivno difuzijo, vstopa v Fentonovo reakcijo. Sproščeni 
reaktivni hidroksilni radikali (HO•) inducirajo oksidativni stres, kar pa v obsežnem primeru zas-
trupitve, lahko vodi do multiorganske odpovedi. V je tudi potencialno karcinogen [30, 32]. 
 1.1.9.  Krom in molibden 
Krom 24Cr je element v naravi zastopan s štirimi stabilnimi izotopi: 52Cr (84 %), 53Cr (10 %), 
50Cr (4 %) 54Cr (2 %) ter 19 radioizotopi od 43Cr do 67Cr, ki razpadajo z beta razpadom. Naravni vir 
kroma so kromatove Cr(III) rude zemeljske skorje. V okolje dodatno izhaja predvsem iz procesov 
in z izdelki metalurške, kemijske industrije pigmentov in tekstilno-usnjarske industrije. V 
organizem vstopa v obliki prašnih kovinskih delcev zlitin in topnih soli, predvsem Cr3+ in Cr6+ [16]. 
Ker je Cr6+ v oksidih kromatov CrO42- in dikromatov Cr2O72- ionsko podoben fosfatu in sulfatu, se v 
telesu enostavno distribuira s pomočjo oksoanionskih transporterjev. Akumuliran Cr6+ se lahko 
intracelularno reducira s pomočjo askorbata, glutationa ali cisteina do Cr3+. Z nukleinskimi kislina-
mi genomskega materiala tvori Cr6+ močne koordinacijske adukte. Zaradi genotoksičnosti in tera-
toksičnosti so snovi Cr6+ opredeljene in regulirane kot karcinogene z mutageno aktivnostjo [16]. 
Vloga Cr3+ je ambivalentna. Z razliko od Cr6+, Cr3+ ni podoben nobenemu biološkemu ionu in težko 
prehaja biološke membrane. V krvni plazmi se (podobno kot Al3+ ali Fe3+) veže na transferin in 
preko transferinskih receptorjev z endocitozo prenese v celice. [36]. Konec 60. let sta Američana 
Schwartz in Mertz na podlagi študij na podganah opredelila pomembno esencialno vlogo Cr3+ v 
metabolizmu glukoze [34]. Vlogo Cr3+ pojasnjujejo z nastankom intracelularnega kompleksa 
4Cr3+-kromodulin, za katerega predvidevajo, da ojača interakcijo inzulina z inzulinskim 
receptorjem. Združene države Amerike Cr3+ uvrščajo med esencialne elemente. Za zdravljenje 
tolerance za glukozo in sladkorne bolezni uporabljajo Cr(pikolinat)3, Cr3+ pa nujno dodajajo tudi v 
prehranske dodatke.  Študije strokovnih skupin iz Evropske unije pa tem trditvam in preventivnim 
ukrepom vse bolj pogosto nasprotujejo [35, 36]. 
Molibden 42Mo je poliizotopen element in v naravi nastopa v sedmih izoptopih: 98Mo (24 %), 
96Mo (17 %), 95Mo (16 %), 92Mo (15 %), 100Mo (10 %), 97Mo (10 %) ter 94Mo (9 %) [20]. Je 
siderofilni element, ki v naravi ne nastopa v elementarnem stanju, temveč se nahaja v obliki 
številnih slabo topnih mineralov Mn(II, III, IV in VI) sulfidov in oksidov. V okolje dodatno izhaja 
predvsem iz procesov in z izdelki metalurške industrije in z agrokulturnimi pripravki [16]. 
Fiziološko vstopa v telo le Mo6+ v obliki topnega oksoaniona molibdata MoO42-, ki se s pomočjo 
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ATP aktiviranega transporta ABC transporterjev prenaša skozi membrane celic. Po telesu se 
distribuira vezan na plazemski alfa2-makroglobulin in spektrin v membranah eritrocitov. Mo6+ je v 
človeku prisoten kot esencialni kofaktor v vsaj štirih metaloencimih, ki se vsi nahajajo v 
mitohondriju in so značilni tudi za evkarionte. To so: ksantin dehidrogenaza/oksidaza (oksidativno 
hidroksilira purinska nukleotidna metabolita hipoksantin in ksantin do urata in redukcira 
molekularni kisik do reaktivnega superoksidnega radikala O2•-), strukturno analogna aldehid 
oksidaza (deluje na širši spekter heterocikličnih substratov), edini esencialno pomemben 
Mo-metaloencim sulfit oksidaza (eliminira sulfit SO32-, produkt toksičnega H2S nastalega pri 
katabolizmu cisteina in metionina) in novejše odkrita mitohondrijska amidoksim reducirajoča 
komponenta - mARC protein (domnevno pomembno vlogo v hidroksilaciji pro oblik zdravil). 
Motena homeostaza Mo lahko vodi v akumulacijo metabolitov in toksičnih intermediatov ter 
indukcijo oksidativnega stresa [16, 32]. Pomanjkanja in zastrupitve z Mo so pri ljudeh redke. 
V gastrointestinalnem traktu lahko sulfid reducira molibdat v tetratiomolibdat [MoS4]2-, ki reagira s 
Cu2+ in Cu1+ v stabilni tetrametalni kompleks [(HSCu)3S4Mo]2-. Posledično, povišana količina Mo 
povzroča sekundarno pomanjkanje Cu. Princip se izkorišča za zmanjševanje količine razpložljivega 
prostega Cu za absorbcijo in intracelularno akumulacijo pri Wilsonovi bolezni [32, 37].  
1.1.10.   Mangan 
Mangan 25Mn se v naravi nahaja v monoizotopni obliki 55Mn. V zelo nizkih količinah (ki nimajo 
vpliva na izotopsko sestavo elementa) prihaja na Zemljo s kozmičnimi žarki tudi primordialni 
radioaktivni izotop 53Mn z razpolovno dobo 106 let [20]. Kot primordialno siderofilni element 
izraža afiniteto do Si in C, kot litofilni element pa afiniteto do O. V zemeljski skorji tako predvsem 
stabilna Mn(II) in Mn(IV) tvorita vodotopne minerale silikatov in oksidov ter manj topne minerale 
karbonatov in fosfatov. V okolje dodatno izhaja predvsem z izdelki in iz procesov industrije jekla, 
baterij, porcelana, pirotehnike in varilnih elementov ter agrarnih pripravkov [16]. Mangan je skozi 
evolucijo zavzel mesto esencialnega elementa v številnih organizmih, tudi v človeku. Zaradi izredne 
podobnosti z Fe2+, vstopa Mn2+ v mehanizme značilne za Fe2+. V enterocitih se absorbira s 
transporterjem divalentnih kovin DMT1, ki je sicer tudi transporter za Zn2+, Co2+, Cd2+, Cu2+, Ni2+, 
Pb2+ in Fe2+ ter delno s transporterji za Zn2+ (ZIP8 in ZIP14). Mn2+ se distribuira vezan na 
plazemski 𝛽1-globulin, manj na 𝛼2-makroglobulin in albumin ter prenaša iz celic podobno kot Fe 
preko feroportina (FPN1) [41]. Približno 20 % Mn2+ (in morebitni Mn3+) je po tekmovanju z Fe2+ 
vezanega na transferin, ki se preko transferinskih receptorjev z endocitozo prenese v celico. Mn2+ je 
kofaktor številnih metaloencimov: izoencim mitohondrijska superoksid dismutaza Mn-SOD 
(SOD2,  eliminira reaktivne superoksidne radikale), izoencim arginaze 1 (v ornitinskem ciklu hepa-
tocitov eliminira toksičen amonijak v obliki sečnine) in mitohondrijska arginaza 2 (omogoča 
imunokemično obrambo pred bakterijami s sintezo peroksinitrila (ONOO-) iz dušikovega oksida 
(•NO) in posredno regulira količino sintetiziranega •NO). Mn2+ je skupaj z Mg2+ potreben za 
aktivnost mitohondrijske piruvat karbosksilaze ter za stabilnost interakcije substrata (mono- ali 
difosfonukleotidni sladkorji) v Leloirjevih glikoziltransferazah [42]. Mn lahko vstopa v Fentonovo 
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reakcijo, vendar je v primerjavi z Fe manj reaktiven [43]. Pomanjkanje ali substitucija Mn2+ v 
metaloencimih z afinitetnejšimi kationi (Hg2+, Ag2+ ali Zn2+), lahko zaradi motenj v rezistenci 
antioksidativnega statusa privede do induciranega oksidativnega stresa. Posledica neregulirane 
sinteze •NO pa lahko privede do septičnega šoka. Pri kronični izpostavi višjim koncentracijam 
lahko akumuliran Mn v nevronih, moti homeostazo Fe in povzroča nevrološke okvare in motnje. 
[16, 32]. 
1.1.11.   Kobalt
Kobalt 27Co se v naravi nahaja v monoizotopni obliki 59Co. 60Co je umetni radioaktivni izotop in 
razpada z razpolovno dobo 5.27 let z beta razpadom in emisijo gama žarkov v stabilni 60Ni [20]. Co 
z afiniteto do As, S, O in halogenov tvori Co(II) in Co(III) rude slabo arzenatov, sulfidov, oksidov 
in topnih sulfatov in halogenidov. Esencialna vloga Co je pri človeku posredovana preko esencialne 
molekule vitamina B12. Le določene bakterije (pri človeku so to mikrobioti debelega črevesja) in 
arheje so sposobne sintetizirati korinski obroč s koordiniranim Co v kobalamin: S Co3+ nastanejo 
stabilne heksa-koordinacijske spojine, ki imajo za šesti ligand lahko vezano metilno skupino 
(metilkob(III)alamin), vodo (akvakob(III)alamin), 5-adenozilno skupino (adenozilkob(III)alamin) 
ali ciano skupino (cianokob(III)alamin). Co3+ se lahko reducira do penta-koordinacijskega Co2+ v 
kob(II)alaminu, nadaljne do tetra-koordinacijskega Co1+ v kob(I)alaminu in pri tem izgubi šesti 
ligand. Človek ni sposoben absorbirati endogeno nastalega B12, zato je po naravni poti edini vir 
vitamin B12 akumuliran v mesni prehrani. Sproščeni B12 se poveže z intrinzičnim faktorjem (IF) in 
transtkobalaminom I v kompleks, ki se absorbira preko kubinskih receptorjev v enterocitih tankega 
črevesja. Po hidrolizi v lizosomih se v kompleksu s transkobalaminom II transportira po telesu. 
Akumulira se v lizosomih jeter in mišic z razpolovno dobo od 1 do 4 let. Metilkobalamin nastopa v 
obliki kofaktorja v citosolnem encimu metionin sintaze (demetilira homocistein v metionin) ter ko-
faktorja adenozilkobalamina v mitohondrijski metilmalonil-CoA mutaze (v metabolizmu maščobnih 
kislin izomerizira metilmalonil-CoA v sukcinil-CoA). Co2+ zaradi ionske podobnosti izpodriva Zn2+ 
iz bioloških sistemov. Zamenjava v domenah Zn-prstov lahko vodi do motenj v celičnem ciklu in 
popravljalnih mehanizmih DNA. Prosti Co2+ lahko vstopa s H2O2 v Fentonovo reakcijo in tvori 
reaktivne kisikove snovi, ki sprožajo oksidativni stres. Zastrupitve s Co se kažejo predvsem z motn-
jami v eritropoezi, nevrotoksičnosti in kardiotoksičnosti. Genotoksične in mutagene okvare zaradi 
nepopravljivih radikalskih poškodb DNA lahko vodijo v kancerogenezo [16, 32, 39]. V industriji je 
Co pretežno uporabljen v metalurgiji za proizvodnjo trdnih superzlitin. V onkologiji se umetni ra-
dioizotop 60Co uporablja za zdravljenje rakavih obolenj, izotopa 57Co (razpolovna doba 270 dni) in 
58Co (razpolovna doba 71 dni) pa se koordinirana v cianokob(III)alaminu uporabljata za izvedbo 
Schillingovega absorbcijskega testa [40].  
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1.1.12.   Nikelj 
Nikelj 28Ni se v naravi nahaja v obliki petih izotopov: 58Ni (68 %), 60Ni (26 %), 62Ni (4 %), 
61Ni (1 %) ter 64Ni (<1 %) [20]. Na površje zemeljske skorje prehaja z naravnimi geološkimi 
procesi (magma vulkanskih izbruhov in tektonskih premikov), kjer kot siderofilni element reagira z 
S, Si in O v številne netopne sulfide, silikate in okside ter topne soli halogenidov, sulfatov in 
acetatov. Ni se dodatno sprošča v naravo antropogeno z izdelki in procesi galvanizacije, metalurške 
industrije in industrije baterij. Ni v telo vstopa iz okolja v netopnih delcih prahu in dima s pomočjo 
fagocitoze ali z raztopljenimi Ni2+ ioni s pomočjo Ca-kanalov in DMT1. Organo-Ni spojina, kot je v 
industriji razširjen hlapen Ni-tetrakarbonil Ni(CO)4, lahko zaradi lipofilnega značaja prosto prehaja 
alveolarno lipidno membrano. Z biološkimi molekulami Ni2+ ne tvori specifičnih interakcij, kaže pa 
afiniteto do histidinskih, cisteinskih in aspartatnih preostankov peptidov in proteinov. Po telesu se 
distribuira vezan na albumin ali peptide ter z kompleksi Ni2+-histidin. Za razliko od človeka ima Ni 
esencialno vlogo pri številnih encimih v prokariontih in nižje razvitih evkariontih (npr. Ni-ureaza). 
Ni2+ lahko zaradi strukturne analogije z drugimi dvovalentnimi kationi (Ca2+, Mg2+, Mn2+, Zn2+ in 
Fe2+) te substituira in antagonira ter moti njihovo homeostazo. Tako Interferira v 4Fe-4S klasterju, v 
Ca-kanalih pa z blokado. Ni destabilizira interakcijo Mg2+ in DNA, kar sproži kondenzacijo 
kromosomov in izpostavo novega nemetiliranega heterokromatina, ki ga metilira metilaza. 
Kromosom je posledično hipermetiliran. Epigenotoksično deluje Ni2+ preko hipermetilacije DNA 
na utišanju genov. Akumuliran Ni z indukcijo oksidativnega stresa s kisikovimi reaktivnimi snovmi 
(H2O2, O2•-, HOCl), genotoksično deluje na integriteto in izražanje genov ter inducira hipoksijo. 
Ni2+ je hapten in s proteini tvori nove nestabilne konformacije. Te delujejo kot novi antigenski 
epitopi, ki pogosto aktivirajo imunski odziv in sprožajo alergijske reakcije. Kronična zastrupitev se 
kaže na različnih nivojih genotoksičnosti in epigenotoksičnost, ki lahko vodita do motenj celičnega 
cikla in karcinogeneze [16, 32, 38]. 
 1.1.13.   Baker, srebro in zlato 
Baker 29Cu v naravi nastopa v dveh izotopih: 63Cu (69 %) in 65Cu (31 %) [20]. V zemeljski skorji 
lahko nastopa v elementarnem stanju. Kot halkofilni element z visoko afiniteto do S tvori netopne 
minerale Cu(I) sulfidov, afiniteta do O pa mu omogoča tvorbo topnih Cu(II) sulfatov in posledično 
široko distribucijo v naravi. Zaradi prevodnih in mehanskih lastnosti je Cu tehnična kovina z zelo 
široko uporabnostjo. Cu je za človeka in številne druge organizme esencialen element. V celice 
telesa prehaja kot Cu1+ in Cu2+ s pomočjo DMT1 in transportnega receptorja za baker (CTR1). V 
celice se med celičnimi organeli prenaša s CTR2, in transportnima ATP-azama ATP7B in ATP7A. 
Slednja je odgovorna tudi za eliminacijo Cu iz celic. Cu2+ in Cu1+ sta močna oksidanta, zato sta za 
vzdrževanje homeostaze redukcijskega potenciala v celicah nujno vezana s sulfhidrilnimi 
skupinami metalotioneinov (MT) v kompleks (Cu1+)1-8-MT in glutationa (GSH) v kompleks 
Cu1+-GSH. Akumulirani prosti ioni Cu lahko v celici vstopajo v Fentonovo reakcijo in s tvorbo 
reaktivnih kisikovih snovi sprožijo oksidativne poškodbe bioloških molekul ter adaptacijske 
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mehanizme za regulacijo in eliminacijio Cu iz telesa. Cu je kofaktor številnih metaloencimov, kot 
so: Mitohondrijska superoksid dismutaza Cu/Zn-SOD (SOD1) in ekstracelularna Cu-SOD (SOD3), 
citokrom oksidaza c (v procesu oksidativne fosforilacije v mitohondrijih katalizira prenos 
elektrona na O2), ceruloplazmin (Cu-oksidazna aktivnost oksidira Fe2+ do oblike Fe3+ z večjo 
afiniteto do transferina), lizil oksidaze (LOX, v Golgijevem aparatu katalizira prečne povezave 
elastinskih in kolagenskih vlaken vezivnega tkiva), tirozinaze (v melanosomih epitelijskih celic 
sodeluje v metabolizmu melanina in dopamina), dopamin 𝛽-monooksigenaze (vloga v metabolizmu 
kateholaminov) in peptidilglicin  𝛼-amidirajoča monooksigenaze (postranslacijska modifikacija 
biološko aktivnih peotidov). Motena homeostaza s pomanjkanjem Cu lahko vodi v znižano 
aktivnost Cu-metaloencimov, kar vodi do oksidativnega stresa, motene homeostaze Fe in motene 
sinteze kolagenskih in elastinskih vlaken (npr. okvara ATP7A pri Menkejevi bolezni). Povišane 
koncentracije Cu zaradi zastrupitev ali kot posledica akumulacije zaradi okvarjenih transporterjev 
za izločanje Cu iz telesa (npr. ATP7B pri Wilsonovi bolezni), lahko vodijo do številnih 
nevrodegenerativnih in sistemskih okvar (npr. Alzheimerjeva bolezen, Parkinsonova bolezen in 
bolezen motoričnih nevronov) [16, 32, 39]. 
Srebro 47Ag v naravi nastopa v obliki dveh izotopih: 107Ag (52 %) in 109Ag (48 % )[20]. Ag je 
biološko aktivno, vendar nima esencialne biološke vloge v človeškem organizmu. V telo vstopa iz 
okolja v obliki elementarnega Ag0, topnega oksida Ag2O in stabilnega iona Ag+. V celicah se lahko 
Ag0 s pomočjo lizosomalnih reduktaz oksidira do Ag+. Ag+ izraža močno afiniteto do sulfhidrilnih 
skupin bioloških molekul in tekmuje s Cu1+, 2+, Fe2+ in Zn2+ za vezavna mesta metaloproteina 
ceruloplazmina in s cisteinom bogatega metalotioneina (MT). Zastrupitev s srebrom se tako kaže s 
simptomi motene homeostaze Cu, Zn in Fe [45]. Stabilni precipitati Ag2S in kompleksi Ag z MT se 
akumulirajo pretežno v epidermalnih celicah in dajejo značilno moder videz zastrupljenca. Ag+ ima 
močan biocidni učinek. Inhibira bakterijske tiolne encime: fosfataze P-cikla , arilsulfataze S-cikla in 
ureaze N-cikla. Preparati srebra se kot antiseptik uporabljajo za vzdrževanje sterilnosti v medicini 
in v javnih prostorih. Popularna je tudi uporaba tako imenovanega koloidnega srebra pri 
alternativnem zdravilstvu [16, 44].  
Zlato 79Au se v naravi nahaja kot stabilen monoizotopen element 197Au [20]. Au je zaradi inertnih 
lastnosti uporabljeno kot plemenita kovina. Kot siderofilni element z lastnostmi halkofila izraža 
močno afiniteto do S in Se. Elementarno zlato se kot čisto ali v obliki zlitin z Ag, Cu, Ni, Pt in Pd v 
telo vnaša predvsem z abrazijo nakita, zobne in očesne protetike [16, 49]. Inertnost vnešenih delcev 
elementarnega Au je v telesu odvisna od prisotnosti prostih tiolnih skupin (R-SH), ki lahko Au0 
oksidirajo do Au1+ [48, 49]. Au1+ se odvisno od okolja, lahko ponovno reducira in nalaga v obliki 
elementarnega Au0, lahko reagira s tiolnimi skupinami v stabilen kompleks RSAuX- (X = halogen) 
ali pa se v lizosomih s pomočjo različnih encimov, npr. mieloperoksidaze, oksidira v Au3+ [46]. 
Au3+ ioni auratov katalizirajo oksidativno hidrolizo disulfidne vezi peptidov in proteinov. Reakcija 
poteka z nastankom Au1+ in  disulfidmonoksidnega intermediata, ki hidrolizira do sulfinata RSO2– 
in do proste tiolne skupine RSH. Prekinitev disulfidnih vezi lahko povzroči deaturacijo proteinov 
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ali disociacijo podenot multimernih proteinov, kar lahko vodi v inaktivacijo proteinov in inhibicijo 
encimov (npr. inhibicija domene Zn-prsta protein kinaze C) [47]. Kelatni kompleksi proteinov s 
Au3+ lahko privedejo do  konformacijskih sprememb in nastankov novih epitopov, proteoliza 
kelatnih kompleksov pa do novih biološko aktivnih peptidov.  Na imunski sistem delujejo tovrstni 
mehanizmi imunosupresivno [16, 46, 47, 49].  
1.1.14.   Cink, kadmij in živo srebro 
Cink 30Zn se v naravi nahaja v petih izotopih: 64Zn (48 %), 66Zn (28 %), 68Zn (19 %), 67Zn (4 %) in 
70Zn (< 1 %) [20]. Zn z afiniteto do O, S, C in Cl  tvori stabilne, slabo topne anorganske soli Zn(II) 
oksidov, sulfidov in karbonatov ter topnih kloridov. Z afiniteto do C tvori stabilne organo-Zn 
spojine. Topnost amfoternega ZnO in ZnCO3 je odvisna od pH: v kislem mediju nastanejo topni 
[Zn(H2O)6]2+, v nevtralnem slabo topni hidroksidi Zn(OH)2 in v alkalnem topni [Zn(OH)4]2-. 
Elementarni Zn je razširjen v metalurški industriji kot antikorozijsko sredstvo in za proizvodnjo 
medenine. Anorganski Zn spojine se uporabljajo v industriji pigmentov, gum in baterij. Organske 
Zn spojine pa so sestavni deli aktivne snovi v nekaterih fungicidih in antibiotikih ter industrijskih 
lubrikantih. V bioloških sistemih je Zn2+ redoks nevtralen in v glavnem deluje kot konformacijski 
stabilizator proteinskih struktur, ki jih zasledimo pri več kot 3000 različnih proteinih: od tega je 
znanih 933 encimov, 957 transkripcijskih faktorjev, 221 signalnih proteinov, 141 transportnih 
proteinov, 53 proteinov s strukturnimi domenami za kovinske ione, 19 proteinov vpletenih v 
popravilo, podvojevanje in prepisovanje DNA, 472 drugih proteinov z domeno Zn-prsta in 456 
drugih manj poznanih proteinov. Zn je v evkariontih reguliran z  transkripcijskim faktorjem za 
kovine MTF1, ki kontrolira izražanje gena za metalotioneina (MT). MT so so transportni proteini, 
ki z 20 do 21 cisteinskimi preostanki tvorijo 7 veznih mest za Zn2+. Regulacija Zn v kompleksu 
(Zn2+)1-7MT je odvisna od  oksidacijskega stanja cisteinskih preostankov: redukcija ditiolov 
R-S-S-R inducira asociacijo, oksidacija R-S- (npr. z O2•-  ali HO•) pa disociacijo Zn2+. Zn2+ je evolu-
cijsko v tesni zvezi s sintezo DNA in RNA . Zn2+ nastopa v nekaterih encimih v aktivnem centru kot 
prostetična skupina (npr. pri karbonski anhidrazi, alkohol dehidrogenazi in nekaterih proteazah), pri 
Cu/Zn-SOD pa kot stabilizator konformacije Cu prostetične skupine. Kronično pomanjkanje Zn se 
pogosto kaže z motnjami v psihofizičnem razvoju in oslabljenem imunskem sistemu. Kronični 
učinki genotoksičnih okvar zaradi neučinkovitih popravljalnih mehanizmov DNA pa povečuje 
verjetnost karcinogeneze [16, 32]. 
Kadmij 48Cd je poliizotopen element. Znanih je 8 naravnih izotopov: 114Cd (28 %), 112Cd (24 %), 
111Cd (13 %), 110Cd (12 %), 113Cd (12 %), 116Cd (7 %), 106Cd (1 %) in 108Cd (< 1 %). 113Cd je 
nestabilen in razpada z beta razpadom v In, vendar zaradi razpolovne dobe 1016 let bistveno ne 
vpliva na spremembo izotopske sestave kadmija [20]. Cd je halkofilni element z afiniteto do O, C, 
N, S in Si tvori slabo topne Cd(II) okside, karbonate in sulfide ter dobro topne Cd(II) sulfate, nitrate 
in selenite. V naravi se pogosto nahaja v mineralih rud skupaj s Zn in Pb. V okolje dodatno prehaja 
z izdelki metalurške industrije, industrije pigmentov in umetnih polimernih mas ter v Ni-Cd 
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baterijah. V telo lahko vstopa s prašnimi delci ali dobro topnimi Cd(II) solmi. Cd2+ se absorbira 
preko enterocitov, kjer tekmuje z Fe2+ za vezavo na DMT1. V plazmi tekmuje s Zn2+ in Cu2+ za 
vezavo na metalotionein (MT) v kompleks (Cd2+)1-7-MT. V kompleksu z MT ima Cd podaljšano 
razpolovno dobo, saj se kompleks po glomerulni filtraciji resorbira v ledvičnih tubulih. V lizosomih 
tubulnih celic, lahko kompleks (Cd2+)1-7-MT hidrolizira, sproščen Cd2+ pa inhibira mitohondrijsko 
25-hidroksi vitamin D3 1-𝛼-hidroksilazo ter tako moti homeostazo Ca in mineralizacijo kostnine. 
Del Cd2+ se lahko veže na albumin, kar mu omogoča transport v jetra. Cd2+ lahko zaradi ionske 
podobnosti izpodriva in nadomešča v bioloških sistemih Zn2+ in Cu2+. Z izpodrivanjem Cu1+ iz MT 
in GSH lahko sproščen Cu1+ preko Fentonove reakcije s sintezo reaktivnih kisikovih snovi inducira 
oksidativni stres, z izpodrivanjem Cu v Cu/Zn-SOD (SOD1) in drugih Cu-mataloencimih, pa do 
inhibicije encimov. Z izpodrivanjem v Zn-domenah proteinov destabilizira interakcije 
transkripcijskih faktorjev z DNA. Iz telesa se izloča predvsem v kompleksu z glutationom. Zas-
trupitve s Cd lahko vodijo do številnih okvar organov, predvsem do nefrotoksičnosti [16, 32, 39]. 
Živo srebro 80Hg je poliizotopen element. Sestavlja ga sedem naravnih izotopov: 202Hg (30 %), 
200Hg (23 %), 199Hg (17 %), 201Hg (13 %), 198Hg (10 %), 204Hg (7 %) ter 196Hg (< 1 %) [20]. Hg je v 
vodi topen in hlapen halkofilni element z močno afiniteto do kovin v elementarnem stanju. Z 
afiniteto do O, S, N in halogenidi tvori dobro topne Hg(I) in Hg(II) soli, z afiniteto do C pa tvori 
hlapne kovalentne alkil-živosrebrove spojine. V telo lahko vstopa v obliki elementarnega Hg0 
(predvsem iz atmosfere) v obiki dobro topnih Hg(I) in Hg(II) soli, ter kot organo-Hg pogosto v 
obliki metil-Hg in etil-Hg spojin (MenHg, EtnHg; Me: metil, Et:etil, n:1,2). Elementarno Hg0, 
metil-Hg in etil-Hg zaradi lipofilnosti prosto prehajajo lipidne biološke membrane in se dobro 
distribuirajo po telesu. V vranici in jetrih poteka biotransformacija MenHg z demetilacijo s pomočjo 
citokromov P450. Hg se distribuira po telesu vezan predvsem na albumin. Zelo visoka afiniteta do 
Se, Hg2+ omogoča, da se veže na selenolno skupino (RSe-) selenocisteina v katalitičnem centru 
glutation peroksidaze in tioredoksin reduktaze in tako inhibira encimsko aktivnost. Le nekoliko 
manjša afineta do S pa Hg2+ in organskim Hg (pretežno Me3Hg+) omogoča kovalentno interakcijo s 
sulfhidrilnimi skupinami (R-SH) številnih molekul: konjugati s glutationom (G-SH) tvorijo 
G-S-Hg-S-G in Me3Hg-S-G, konjugati s homocisteinom (Hcy-SH) tvorijo Hcy-S-Hg-S-Hcy, 
CH3Hg-S-Hcy, konjugati s N-acetilcisteinom (AcNCys-SH) tvorijo AcNCys-S-Hg-S-CysNAc in 
Me3Hg-S-CysNAc, konjugati s metalotioneini in albuminom. Posledično moten elektronski 
transport v mitohondrijih z akumuliranimi produkti reaktivnih kisikovih snovi (O2•-, H2O2) 
mitohondrijske SOD2 in znižana količina razpoložljivih biološko aktivnih tiolnih antioksidantov pa 
inducirata oksidativni stres. V ledvičnih glomerulih se konjugati s Hg2+ in  Me3Hg+  filtrirajo. V 
apikalnem delu membrane proksimalnih tubulnih epitelijskih celicah 𝛾-glutamil transferaza in 
cysteinil glicinaza razgradita glutationske konjugate G-S-Hg-S-G in Me3Hg-S-G do sulfhidrilnih 
kojugatov Hg+ (HS-Hg-SH in Me3Hg-SH). Ti preostanki glutationskih konjugatov (HS-Hg-SH in 
Me3Hg- SH) skupaj z ostalimi cisteinskimi konjugati (Cys-S-Hg-S-Cys, CH3Hg-S-Cys,  AcNCys-
Hg-S-CysNAc  in Me3Hg-S-CysNAc) , spominjajo na aminokisline in se preko organskih anionskih 
prenašalcev OAT1 in OAT2 v proksimalnih tubulih  reabsorbirajo v celice. Predvidevajo, da sta 
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aktivnost membranske 𝛾-glutamil transferaze in transport preko organskih anionskih prenašalcev 
poglavitna mehanizma za vnos konjugatov Hg in akumulacijo Hg v celicah telesa (pogosto v 
tubulnih celicah ledvic, v enterocitih črevesja, v hepatocitih jeter, endotelijskih celicah 
krvno-možganske pregrade centralnega živčnega sistema, v astrocitih in mikroglia celicah 
možganov). Toksičnost Hg se kaže na številnih nivojih z okvarami različnih organov. Zelo pogosta 
so nefrotoksičnost in nevrotoksičnost in genotoksičnost, ki lahko vodi v kancerogenost. Ker je Hg 
pri normalnih atmosfernih pogojih tekoče in nestisljivo, se je pogosto uporabljalo v termometrih in 
barometrih. Zaradi tvorjenja zlitin z drugimi kovinami, pa je uporabljeno v zobozdravstvu za 
amalgamske plombe in v pridobivanju zlata. Uporabljeno je tudi v industriji baterij, katalizatorjev 
in usnja ter v kemijski industriji. Večina izdelkov z Hg je danes prepovedanih [16, 32].  
1.1.15.   Uran 
Uran 92U je najtežji naravni element, ki se nahaja v treh nestabilnih izotopih 238U (> 99 %), 234U in 
235U, ki spontano razpadajo z oddajajanjem alfa delcev (helijeva jedra, 42He2+) v razpolovnih dobah: 
234U: 2.48·105 let ter 235U: 7.13·108 let in 238U: 4.47·109 let. 235U in 238U sta primordialna elementa 
saj sta iz časa nastanka vesolja. Izotopi U razpadajo v serijah do neradioaktivnega svinca in sicer: 
235U do 207Pb, 234U in 238U pa do 206Pb [20]. Tehnološko se je razširila uporaba 235U v jedrsko orien-
tiranih industrijah. U lahko vstopa v telo iz naravnega ali antropogenega vira v obliki prašnih 
kovinskih delcev, netopnih U(VI) ali vodotopnih U(IV) soli. Slednje v telesu obstajajo pretežno kot 
uranilni ion [UO2]2-, ki se v kompleksih s citratnim in bikarbonatnim ionom ter številnimi proteini 
dobro distribuira po telesu. Visoka kemijska afiniteta do fosfatnih skupin, pa mu v obliki [UO2PO4]- 
omogoča intracelularno akumulacijo [50]. Akumuliran U ima kemotoksičen in radiotoksičen 
učinek. Kemotoksično lahko deluje tako, da moti metabolizem ATP ter inducira oksidativni stres v 
mitohondrijih, kar lahko vodi v nekrozo. Ionizirajoče sevanje delcev 42He2+ slabo prodira v globino 
tkiva, vendar je zaradi akumulacije U v tkivu, delovanje sevanja dolgotrajno. Lokalno se tako 
sproža nastanek prostih radikalov, ki lahko z radikalskimi reakcijami vodijo v ionizacijo, oksidacijo 
in fragmentacijo bioloških molekul in struktur. Nastale irevrzibilne radiotoksične poškodbe na 
genomu, lahko povzročijo karcinogene in teratogene mutacije ter sprožijo apoptozo in nekrozo [16].  
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1.2.  Masna spektrometrija z induktivno sklopljeno plazmo (ICP-MS)  
Začetki zanimanja za tehniko ionizacije elementov v sledovih z induktivno sklopljeno plazmo (ICP) 
kot analitičnim orodjem segajo v zgodnja sedemdeseta leta. Napredno delo neodvisnih skupin 
Wendta in Fassela ter Greenfielda privede v osemdesetih letih do zlate dobe ICP-atomske emisijske 
spektroskopije (ICP.AES) [55, 56]. V tem obdobu Gray in Houk s svojimi sodelavci razvijata 
optimiziran ICP v kombinaciji z masnim spektrometrom (ICP-MS) [52, 53, 57]. Leta 1980 uspejo 
dovršen sistem ICP-MS predstaviti svetovni strokovni javnosti, leta 1983 pa jim uspe komercialni 
preboj na tržišče. Od takrat je spektroskopska tehnika masne spektrometrije z induktivno sklopljeno 
plazmo (ICP-MS) najbolj perspektivna metoda za multi-elementarno analizo elementov v sledovih 
[51, 52 ].  
Današnje sisteme ICP-MS, ki lahko ionizirajo več kot 90% elementov, odlikuje zelo visoka analizna 
občutljivost (meje določitve večine elementov so v območju reda ppt do ppq), širok dinamični 
razpon koncentracij velikostnega reda 108, natančnost analize do 0.5%, natančnost analiz v seriji do 
4% ter nizki volumen vzorcev. Sposobnost sočasne analize mnogih elementov v zelo kratkem času 
(do 82 elementov v manj kot minuti) omogoča kvalitativno in kvantitativno presejalno testiranje. 
Zelo malo fizikalno-kemijskih interferenc matriksa in spektralnih interferenc pa omogoča visoko 
analitično specifičnost in izotopsko selektivnost. 
Zaporedni sestavni deli analizatorja skozi katere potuje vzorec so: avtomatski vzorčevalnik, 
razpršilec, razpršilna komora, bakla, stožca, ionske leče, oktopol, kvadrupol in detektor. 
 1.2.1.  Razpršilec in razpršilna komora  
Analizator za vzorčevanje vzorcev uporablja avtomatski vzorčevalnik. S peristaltično črpalko 
analizatorja aspirira vzorec in ga v razpršilcu Meinhardovega tipa s pomočjo argona razprši v 
hlajeno dvopasovno razpršilno komoro po Scottu. Komora je pomemben element, saj zmanjšuje 
nepravilnosti pretoka zaradi pulziranja peristaltične črpalke ter omogoča, da se nastale večje 
kapljice tekočine kondenzirajo in odstranjujejo iz sistema [51, 57].  
 1.2.2.  Bakla  
Ustrezni aerosol vzorca se s pomočjo potisnega argona potisne preko steklene vmesne cevke in 
prenese do ICP bakle (Fasselova bakla), ki služi za ionizacijo. Sestavljena je iz treh sklopljenih 
koncentričnih kvarčnih cevi, skozi katere so usmerjeni pretoki argona. Distalni indukcijski del bakle 
je obdan z obročem iz platine in kvarca ter z navitjem vodno hlajene indukcijske tuljave. Ko skozi 
indukcijsko tuljavo teče alternirajoči električni tok generatorja (700-1500W) z radio-frekvenčno 
oscilacijo 27 MHz, se v okolici inducira visokoenergijsko magnetno polje z največjo gostoto v 
sredini indukcijske regije bakle. Za iniciacijo ionizacije plazme se v tok argona vnesejo elektroni z 
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iskro visoke napetosti. Elektroni začnejo zaradi alternirajočega magnetnega polja pospeševati v 
spreminjajočih se smereh. Tovrstnemu procesu dovajanja kinetične energije elektronom pravimo 
induktivna sklopitev. Proces omogoča zadostno količino visokoenergijskih trkov elektronov z atomi 
argona Ar0 ter posledično njihovo ionizacijo v Ar+ in Ar2+. Sočasno začne potekati rekombinacija 
nastalih ionov z elektroni do Ar+ in Ar0. Z uravnoteženjem dinamičnih procesov ionizacije z 
rekombinacijo se vzpostavi samovzdržno agregatno stanje induktivno sklopljene plazme (ICP). Pri 
procesu se sproščata energija v zvezni emisiji fotonov argonskega spektra ter toplote [51, 53, 57]. 
Vzorec aerosola prehaja skozi sredinsko cevko indukcijskega dela bakle v distalni analitski del 
bakle, ki ima temperaturo plazme med 7500 in 8000 K. Visoka temperatura molekule v vzorcu 
desolvatira, fragmentira in atomizira. Ker je energija trkov delcev v plazmi v velikostnem redu 1. 
ionizacijske energije, prihaja pri večini atomov tudi do ionizacije. Posledično nastajajo v procesih 
tako enojno (naboj z = 1) ali dvojno (naboj z = 2) pozitivno in negativno nabiti elementarni ali 
molekularni ioni, nevtralni atomi ter fotoni in elektroni [52, 53, 54].  
 1.2.3.  Stožci, ionske leče in oktopol  
Nastali tok delcev je usmerjen proti sklopu dveh zaporednih konusnih stožcev z majhnima 
odprtinama, ki zmanjšujeta radialno disperzijo toka delcev in napetost toka. Za vzdrževanje 
zadostne povprečne proste poti ionov je v notranjem delu analizatorja nujno potreben visok podtlak, 
ki ga zagotavljata vakuumska in visokomolekularna črpalka. Tok ionov nato pospešuje skozi 
krivino  ionskih leč in leč oktopola, ki z elektrodinamičnim fokusiranjem preusmerjajo tok 
pozitivno nabitih ionov od toka preostalih delcev, v kolizijsko celico - oktopol. Celico sestavlja 
komora z osmimi vzdolžno koncentričnimi okroglimi palicami, ki so pod konstantno 
radiofrekvenčno napetostjo. Nastalo električno polje umirjanja nihanja ionov v smeri toka. Celica 
lahko deluje na tok ionov s protitokom inertnega plina helija, ki s pomočjo verjetnosti trkov s 
helijem odstranjuje poliatomske izobarne interference [51, 53, 57].  
 1.2.4.  Kvadrupol  
Oktopolu sledi enota imenovana kvadrupol, ki služi kot masni filter. To je komora s štirimi 
vzdolžno koncentričnimi hiperbolnimi palicami, ki so pod napetostjo. Palice so priključene na 
kombinacijo direktne in izmenične napetosti z nizko frekvenco, in sicer je napetost prvega para 
nasprotnih palic v x-z ravnini enaka a nasprotna napetosti drugega para nasprotnih palic v y-z 
ravnini. Tako v notranjosti kvadrupolnega masnega filtra nastane oscilirajoče električno polje s 
posebno prostorsko geometrijsko obliko. Pot iona z razmerjem mase m in naboja z (m/z) je skozi 
kvadrupol stabilna le, če je uravnotežena s silami električnega polja. Posledično kvadrupol pri 
določeni napetosti prepušča le določena razmerja m/z ionov. Ostalim, bodisi večjim ali manjšim 
ionom m/z, oscilirajoče polje destabilizira smer poti in ti iztirijo. Električno polje v kvadrupolu je 
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modulirano tako, da se napetost na palicah spreminja zvezno s časom. Slednje pa omogoča, 
snemanje spektra ionov z različnimi razmerji m/z [51, 53, 59, 60]. 
 1.2.5.  Detektor  
Prepustni ioni m/z trkajo na katodo detektorja. Detektor je sekundarna elektronska pomnoževalka 
diskretnega dinodnega tipa, ki v zelo kratkem času za vsak trk delca s katodo sproži na zaporednih 
dinodah pulz približno 106 sekundarnih elektronov z širino 10 ns. Tako je izvorni signal enega trka 
iona m/z ojačan za 106. Frekvenca zaporednih trkov delcev na kolektorju detektorja generira ojačan 
pulzni tok elektronov. Tok elektronov je lahko pri nizkih frekvencah trkov delcev/s (deleži v ppb) 
diskretno štet kot pulz, pri visokih, več kot 106 delcev/s (deleži v ppm), pa so pulzi povprečeni v 
zvezni električni tok, ki se predstavi kot idealiziran pulzni signal števila trkov delcev. 
Pulzno-analogna tehnika zajemanja signala omogoča sočasen širok dinamičen razpon meritev [51, 
57]. 
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 1.3.  Referenčna območja  
Za interpretacijo meritev je v preteklosti služila primerjava rezultatov z rezultati meritev neke 
kontrolne skupine z normalnimi vrednostmi. S časom se je v klinični medicini izkazala potreba po 
bolj definiranem poimenovanju kontrolnih skupin, ki pravilneje predstavljajo določeno popu-
lacijsko strukturo. S tem namenom sta leta 1969 Grasbeck in Saris na kongresu laboratorijske 
medicine opozorila na neprimeren koncept normalnih vrednosti ter ga nadomestila z novim us-
treznejšim konceptom referenčnih vrednosti. Namen koncepta referenčnih vrednosti je bil 
spodbuditi stroko o pravilnejši izvedbi in rabi meritev neke referenčne populacije. Tako je po 
dolgoletnem sodelovanju strokovnih skupin EPTRV (Expert Panel on Theory of Reference Values), 
IFCC (International   Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine)  ter  ICSH 
(Committee on Reference Values of the international Council for Standardization in Hematology) 
privedlo do poenotene in objektivne teorije referenčnih intervalov, ki navaja koncepte, 
nomenklaturo, definicije, nekatere postopke za določanje ter uporabo in razlago referenčnih 
intervalov [71, 72, 73, 74, 75, 76]. Povzetek namenjen uporabnikom kliničnih laboratorijev sta 
delovni skupini organizacij CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute ) in IFCC objavili 
leta 1995 v dokumentu CLSI-C28 . Dokument je zbirka priporočil, smernic in navodil s kliničnimi 
primeri in drugih minimalnih kriterijih, ki uporabnika usmerjajo v določanje uporabnih, zanesljivih 
in kakovostnih referenčnih intervalov zdrave populacije. Tretja posodobljena izdaja dokumenta 
CLSI C28-A3c iz leta 2010 se je v letu 2016 preimenovala v CLSI-EP28-A3C [67,68, 69, 70]. 
Po načelih IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) in IFCC je potrebno za 
mednarodno harmonizacijo v klinični kemiji izražati meritve fizikalnih količin in statističnih 
spremenljivk z mednarodno priznanimi SI (Sisteme International) osnovnimi in izpeljanimi enotami 
ter SI metričnmi predponami [79]. 
1.3.1.  Izbira primernih referenčnih posameznikov 
Smernice CLSI-C28-A3 navajajo, da naj bodo referenčni intervali določeni z vzorčenjem zdrave 
populacije vseh odraslih starostnih skupin. Ker je zdravje relativni teoretični pojem morajo biti 
osebe - referenčni posamezniki, izbrani na osnovi dobro definiranih vključitvenih in izključitvenih 
kriterijev, ki opredeljujejo dobro zdravstveno stanje in tvorijo referenčno populacijo. Z izbiro dobro 
definiranih referenčnih posameznikov iz referenčne populacije, tvorimo referenčno vzorčno skupino 
oziroma referenčni vzorec. Referenčni vzorec mora biti čim bolj reprezentativen vzorec referenčne 
populacije, kar dosežemo z naključnim izborom zadostno velikega števila referenčnih 
posameznikov, ki imajo vsi enako verjetnost, da bodo izbrani. CLSI skupina predlaga minimalno 
120 posameznikov za zanesljivo neparametrično določitev 90% intervalov zaupanja. Testiranje 
referenčnega vzorca in merjene analitov referenčnih posameznikov nam dajo njihove referenčne 
vrednosti. Te vrednosti se po velikosti in pogostosti porazdeljujejo v referenčno distribucijo. Na 
osnovi referenčne distribucije se določi referenčni interval. Pogosto se podajata dvostranski in enos-
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transki 95% referenčni interval. Dvostranski 95 % referenčni interval ima 95 % referenčnih vred-
nosti posameznikov distribucije razporejenih med spodnjo 0.025 percentilno in zgornjo 0.975 
percentilno mejo, enostranski 95 % referenčni interval pa ima 95 % referenčnih vrednosti 
posameznikov distribucije razporejenih nad spodnjo ali pod zgornjo 0.05 percentilno mejo. V obeh 
primerih je predvidevanih in dovoljenih 5% referenčnih vrednosti posameznikov izključenih iz 
distribucije oseb z dobrim zdravstvenim stanjem. Referenčni interval služi kot primerjalni 
referenčni okvir za druge meritve opazovanih posameznikov in omogoča klinično interpretacijo 
rezultatov meritev [70]. 
Referenčno populacijo lahko glede postavitve kriterijev za selekcijo referenčnih posameznikov 
vzorčimo z dvema metodama: 1. Direktno pred vzorčenjem, kjer predhodno (apriorno) definiramo 
vključitvene in izključitvene kriterije in 2. Indirektno po vzorčenju, kjer kasneje (posteriorno) 
definiramo vključitvene in izključitvene kriterije. CLSI skupina predlaga apriorno metodo, saj 
omogoča z vnaprejšnjim znanjem in vprašalniki izslediti heterogene neustrezne posameznike. 
Hkrati ugotavlja, da je posteriorna metoda neizbežna, kadar s predhodnim znanjem, pridobljenimi 
podatki o posameznikih in pred opravljeno analizo ni mogoče poznati vseh dejavnikov biološke 
variabilnosti [70]. 
1.3.2.  Definiranje predanalitičnih in analitičnih pogojev 
V referenčne intervale je zajet vpliv intra- in inter-individualne biološke variabilnosti analita, kot 
tudi vpliv morebitnih napak predanalitičnega in analitičnega postopka. Dober in voden pregled nad 
vsemi postopki nam lahko pomaga pri odpravljanju in zmanjševanju variabilnosti in napak. V 
okviru dobre laboratorijske prakse je za zanesljivo določitev referenčnih intervalov potrebno zago-
toviti dobro definirane predanalitične in analitične pogoje.  
V predanalitičnih pogojih definiramo ustrezno pripravo testiranih posameznikov, vrsto vzorcev, 
njihov odvzem, predpripravo in hranjene ter zahteve organizacije prostorov in osebja za izvedbe 
del. V analitičnih pogojih definiramo metodo za uporabljeno analizo, postopke izvedbe analize, 
značilnosti metode in analitskega sistema, postopke zagotavljanja kontrole kakovosti analiznega 
postopka, redno vzdrževanje tehnične opreme. Pogoji analize vzorcev morajo biti enaki pogojem 
rutinskega dela [70]. 
1.3.3.  Statistična obdelava referenčnih vrednosti 
Odvisno od porazdelitve referenčnih vrednosti v referenčnem vzorcu se za določanje referenčnih 
intervalov uporabljata dva statistična pristopa, ki temeljita na osnovi testiranja normalnosti 
porazdelitve referenčne vrednosti v vzorcu. Če je privzeta normalna, simetrična porazdelitev 
podatkov, se uporabi parametrični pristop, kjer sta standardna deviacija vzorca in aritmetična 
sredina vzorca cenilki parametrov populacije. V primeru nenormalne porazdelitve referenčnih vred-
nosti, se lahko asimetrijo distribucije korigira s statistično zahtevnejšimi metodami transformacije. 
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V smernicah CLSI predlagajo transformacijo po Box-Coxu. Vendar je za referenčne vrednosti, ki se 
ne porazdeljujejo normalno bolj smiselna enostavnejša uporaba neparametričnega pristopa z opisom 
percentilnih deležev rangiranih vrednosti. Pri tem je zelo pomembna minimalna količina enot 
refe-renčnega vzorca. Velja arbitrarno pravilo, da naj bo širina 90 % intervala zaupanja manjša ali 
enaka 1/5 širine 95 % referenčnega intervala. Če so 90 % intervali zaupanja točkovne ocene širši, je 
potrebno analizirati več referenčnih enot. Po smernicah CLSI, je za meje 95 % referenčnega inter-
vala za neparametrični izračun 90 % intervala zaupanja potrebnih najmanj 120 referenčnih enot, za 
izračun 95 % intervala zaupanja najmanj 153 enot in za izračun 99 % intervala zaupanja pa najmanj 
198 referenčnih enot. Posebna pozornost je namenjena vključevanju ali izključevanju ubežnih 
vrednosti, ki s svojimi položaji vplivajo na razpršenost referenčnih vrednosti v distribuciji. Če te 
vrednosti niso spoznane kot posledica pred-analitične ali analitične napake, se jih obdrži in testira. 
Predlagajo  testiranje z metodo Dixonovega Q testa ali z metodo po Tukeyu. Metoda po Dixonu je 
konzervativnejša, saj testira le eno skrajno referenčno vrednost. Po predlaganem kriteriju je ta 
referenčna vrednost ubežna, če je absolutna razdalja med testirano ubežno in najbližjo naslednjo 
vrednostjo  večja ali enaka 1/3 celotne razdalje ranžirne vrste. Metoda po Tukeyu hkrati testira več 
referenčnih vrednosti, ki so ubežne vrednosti, če presegajo razdaljo 1.5-kratnik interkvartilnega 
območja (IQR) od spodnje ali zgornje meje interkvartilnega območja. Za določanje zanesljivih 
referenčnih intervalov iz nenormalno porazdeljenih referenčnih vrednostih CLSI skupina svetuje in 
spodbuja k uporabi neparametrične metode [70]. 
1.3.4.  Vrednotenje referenčnih intervalov 
Ker je določanje referenčnih intervalov načeloma zamuden in drag postopek, je smiselna 
harmonizacija in prenos med laboratoriji ožje ali širše regije. Vendar, prenos referenčnih intervalov 
med laboratoriji lahko ovirajo razlike v populacijah ljudi in neharmonizaciji analiznih metod. 
Primeren način za prenos referenčnih intervalov v drug laboratorij se zagotovi z analiziranjem 20 
testnih referenčnih posameznikov tega laboratorija in preverjanjem ustreznosti referenčnega inter-
vala za dobljeno populacijo testnih referenčnih vrednosti.  Kriterij za ustrezen in prenosljiv refer-
enčni interval je izpolnjen, ko se največ 10 % (2/20) testiranih referenčnih vrednosti laboratorija ne 
pokriva z referenčnim intervalom [70]. 
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2. Namen dela in načrt za delo  
V rutinsko klinično delo želimo vpeljati novo metodo za določanje koncentracije (esencialnih in 
neesencialnih) elementov v sledovih. Za interpretacijo laboratorijskih meritev potrebujemo 
zanesljive referenčne intervale. 
Namen magistrske naloge je: 
- določiti laboratoriju lastne vrednosti referenčnih intervalov za elemente v sledovih (Li, Rb, Cs, 
Be, Sr, Ba, Ga, Tl, Sn, Pb, As, Sb, Se, Ti, V, Cr, Mo, Mn, Co, Ni, Cu, Ag, Au, Zn, Cd, Hg in U) v 
polni krvi s pomočjo tehnologije ICP-MS; 
- ugotoviti ali se referenčni intervali za slovensko odraslo populacijo ujemajo z referenčnimi inter-
vali za ostalo svetovno populacijo, ki jih trenutno dostopni viri navajajo za isto metodo; 
- v primeru odstopanj podati možne vzroke neujemanj z ostalimi populacijami; 
- ugotoviti smoter in pomembnost postavitve laboratoriju lastnih referenčnih intervalov. 
Pri delu bomo sledili priporočilom dokumenta CLSI-C28-A3 za postavljanje referenčnih intervalov 
in priporočilom dokumenta CLSI-C38-A o predanalitičnih vplivih pri določanju elementov v sle-
dovih [81]. 
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 3. Materiali in metode 
3.1. Preiskovanci  
Predhodno smo postavili kriterije za enakovredne skupine preiskovancev. Domnevno zdrave 
krvodajalce smo razdelili v štiri uravnotežene skupine po starosti. Vsako posamezno skupino po 
starosti smo uravnotežili še po spolu. V raziskavo smo vključili 191 preiskovancev, od tega 84 
moških in 107 žensk (Preglednica 1).  
 
Preglednica 1. Prikaz razvrščanja preiskovancev po starosti in spolu. 
Preiskovanci so pred pričetkom študije podpisali obrazec za privolitev k sodelovanju ter rešili 
kratek anketni vprašalnik, v katerem so odgovarjali na demografska vprašanja in vprašanja o 
telesnih in osebnostnih navadah. 
Komisija Republike Slovenije za medicinsko etiko je za izvedbo raziskave izdala dovoljenje (KME 
83/04/08 in KME 109/02/13)  
 3.2. Vzorci 
Biološki material za raziskavo je vzorec polne s K2EDTA stabilizirane venske krvi. Vzorec krvi je 
bil v skladu z navodili Kliničnega inštituta za klinično kemijo in biokemijo, UKC Ljubljana 
(KIKKB) odvzet prostovoljcem na Zavodu Republike Slovenije za transfuzijsko medicino v 
Ljubljani. Posamezniku je bilo odvzeto 6 ml krvi v namenske epruvete za analizo elementov v 
sledovih z dodanim antikoagulantom K2EDTA, proizvajalca Becton, Dickinson and Co. (BD 
Vacutainer® royal blue trace element). Vzorce krvi smo na KIKKB do časa analize hranili 
zamrznjene na -20°C. Vsi koraki rokovanja z materialom v predanalitični fazi so bili skrbno izve-
deni s poudarkom na preprečevanju in  zmanjševanju verjetnosti kontaminacije vzorcev.  
 3.3. Reagenti, standardni in kontrolni material  
Epruvete BD Vacutainer® royal blue trace element, 6 ml, proizvajalca Becton Dickinson and Co. 
Osnovne raztopine 
Raztopina za umerjanje ICP-MS 
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ICP-MS Tuning solution 10 ppm (X: 10 µg/ml, topilo 2 % (v/v) HNO3, X: Ce, Co, Li, Mg, Tl, Y). 
Agilent technologies, Združene države Amerike 
Kalibracijski standardi za ICP-MS 
IV-STOCK-27 (X: 10 µg/ml, topilo 5 % (v/v) HNO3, X: Ag, Al, As, Ba, Be, Ca, Cd, Co, Cr3+, Cs, 
Cu, Fe, Ga, K, Li, Mg, Mn, Na, Ni, Pb, Rb, Se, Sr, Ti, U, V, Zn), Inorganic ventures, Christianburg, 
Virginia, Združene države Amerike 
IV-STOCK-57 (X: 10 µg/ml, topilo 5 % (v/v) HNO3, X: Mo, Sb, Sn, Ti), Inorganic ventures, 
Christianburg, Virginia, Združene države Amerike 
MSAU-10PPM (Au: 10 µg/ml, topilo 10 % (v/v) HCl), Inorganic ventures, Christianburg, Virginia, 
Združene države Amerike 
Standardna raztopina živega srebra (Hg: 1000 mg/l, topilo 2 mol/l HNO3, CertiPUR®) Merck 
KGaA, Darmstadt, Nemčija 
Raztopina internega standarda za ICP-MS 
ICP-MS Internal standard mix (X: 100 µg/ml, topilo 10 % (v/v) HNO3, X: Bi, Ge, In, 6Li, Lu, Ru, 
Sc, Tb). Agilent technologies, Združene države Amerike 
Kontrolni materiali humane liofilizirane krvi 
Seronorm™ Trace elements whole blood L-1, Sero AS, Norveška 
Seronorm™ Trace elements whole blood L-2, Sero AS, Norveška 
Reagenti za pripravo delovnih raztopin  
Amonijev hidroksid (≥ 25 %, TraceSELECT Ultra), Sigma-Aldrich, Združene države Amerike 
1-Butanol (≥ 99.4 %), Sigma-Aldrich, Združene države Amerike 
Etilenediamintetraocetna kislina, H4EDTA (99.997 %, Trace metal basis), Sigma-Aldrich, Združene 
države Amerike 
HNO3 (65 %, Suprapur quality), Merck KGaA, Darmstadt, Nemčija 
HCl (30 %, Suprapur quality), Merck KGaA, Darmstadt, Nemčija 
Triton X-100 (Suprapur quality) Sigma-Aldrich, Združene države Amerike 
Voda (Ecotainer®) B. Braun, Melsungen AG, Nemčija  
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Delovne raztopine 
Delovne raztopine smo pripravili po internih navodilih NAV ICP-MS Priprava sistemskih tekočin, 
NAV ICP-MS Priprava kalibracijskih standardov in NAV ICP-MS Priprava kontrolnega materiala in 
vzorcev, in sicer: 
Amonijeva raztopina: Amonijev hidroksid (1 % v/v), 1-butanol (2 % v/v), H4EDTA (0.05 % w/v) in 
Triton X-100 (0.05 % v/v), voda 
Delovna raztopina za umerjanje ICP-MS (X: 1 µg/l): ICP-MS Tuning solution v HNO3 (5 % v/v)  
Amonijeva raztopina z internim standardom (X: 4.9 µg/l): ICP-MS Internal standard mix 0.049 % 
(v/v) v osnovni amonijevi raztopini  
Raztopina HNO3 (5 % v/v) 
Raztopina HNO3 (2 % v/v) 
Raztopina zmesi kislin za spiranje ICP-MS sistema: HNO3 (2 % v/v), HCl (1 % v/v)  
Slepi vzorec (za mesto 1088): Osnovna amonijeva raztopina (9 % v/v) pripravljena v amonijevi 
raztopini z internim standardom  
Delovne raztopine kalibracijskih standardov. Raztopina zmesi raztopin IV STOCK-27, IV STOCK-
57, MSAU-10PPM in Standardne raztopine Hg v amonijevi raztopini do končnih koncentracij X: 
1000 µg/l, 500 µg/l, 250 µg/l, 100 µg/l, 75 µg/l, 50 µg/l, 10 µg/l, 5 µg/l, 1 µg/l, 0.5 µg/l, 0.25 µg/l, 
0.125 µg/l, 0 µg/l. 
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 3.4. Delovno okolje, instrumenti in laboratorijski material 
Analize smo izvedli z masnim spektrometrom s sklopljeno plazmo Agilent 7700x ICP-MS. Sistem 
ICP-MS analizatorja se nahaja v svojem prostoru s čistim filtriranim in hlajenim zrakom v 
Laboratoriju za analitiko encimov in elementov v sledovih KIKKB. Sistem sestavljajo masni spek-
trometer z induktivno sklopljeno plazmo Agilent 7700x ICP-MS, integrirani avtomatski vzorčeval-
nik, vakuumska črpalka, vodni hladilni sistem ter sistem plinske napeljave za argon in helij.  
Za pripravo raztopin smo uporabili plastične epruvete za enkratno uporabo (10 ml), avtomatske 
pipete s plastičnimi nastavki za enkratno uporabo (1000 µl in 100 µl), dispenzor tekočin (10 ml), 
vibracijski stresalnik za epruvete ter viale za avtomatski vzorčevalnik. 
 3.5. Merjenje analitov  
Predpriprava in analiza vzorcev je bila opravljena na Kliničnem inštitutu za klinično kemijo in 
biokemijo (KIKKB), Univerzitetni klinični center v Ljubljani. 
Pred analizo smo iz osnovnih raztopin po internih navodilih standardnih postopkov pripravili 
delovne raztopine za umerjanje ICP-MS in delovne raztopine kalibracijskih standardov.  
Stabiliziran analizator smo najprej sistemsko umerili z delovno raztopino za umerjanje ICP-MS. Po 
umerjanju ustreznih odzivov umeritvenih parametrov analizatorja smo s sveže pripravljenimi 
kalibracijskimi standardi pripravili kalibracijske krivulje in umerili sistem za elemente v sledovih. 
Ustreznost umeritve smo preverili z analizo delovnih raztopin kontrolnih vzorcev dveh 
koncentracijskih nivojev. 
Zamrznjene vzorce krvi preiskovancev smo odmrznili na temperaturo prostora in homogenizirali na 
stresalniku. Delovne raztopine vzorcev smo pripravili tako, da smo 200 µl vzorca homogenizirane 
krvi v plastični epruveti redčili z 2000 µl amonijeve raztopine z dodanim internim standardom in 
premešali na stresalniku. Vzorce smo prelili v plastične viale za avtomatski vzorčevalnik ICP-MS.  
Material kontrolnih vzorcev krvi smo pripravili tako, da smo po navodilih proizvajalca raztopili 
liofiliziran kontrolni material dveh koncentracijskih nivojev Seronorm™ Trace elements whole 
blood. Delovno raztopino kontrolnih vzorcev smo pripravili na enak način kot delovne raztopine 
vzorcev. 
Potek analiz smo sproti spremljali v programu Agilent MassHunter Workstation. Stabilnost sistema 
smo preverjali z izkoristki internih standardov: 6Li in 45Sc za elemente z atomskimi masami od 7Li 
do 60Ni, 72Ge  za  od 65Cu do 78Se, 115In za 85Rb do 137Ba in 209Bi za elemente od 197Au do 238U. 
Zanesljivost analiznega sistema smo preverjali z analizo delovnih raztopin kontrolnih vzorcev na 
začetku in na koncu serije ter med serijo, na vsakih (največ) deset zaporedno preiskovanih vzorcev. 
Meritve 191 vzorcev krvi smo izvedli pod enakimi delovnimi pogoji v štirih serijah v štirih dneh.  
Lastnosti izvedbe analize elementov v sledovih kontrolnih vzorcev (merilna nenatančnost in bias) 
so podani v  preglednici 2.  
 28
 
Preglednica 2. Izračun merilne nenatančnosti ter BIAS-a s pomočjo dveh nivojev kontrolnega 
referenčnega materiala WB (Seronorm™ Trace elements whole blood L-1 in L-2) za izbrane 
elemente v sledovih po CLSI EP15-A3. Proizvajalec za elemente v sledovih: Li, Rb, Cs, Sr, Ba, Ga, 
Ti, Mo, Ag, Au in U podaja približno tarčno vrednost kontrolnih vzorcev, medtem ko za ostale 
elemente podaja tarčno vrednost z opredeljenim 95 % intervalom zaupanja. Meritve kontrolnih 
vzorcev krvi smo izvedli pod enakimi umeritvenimi in delovnimi pogoji s pet-kratno ponovitvijo 
analiz v vsaki seriji v petih serijah.  
3.6. Analiza podatkov  
Dobljene podatke analiz smo tabelirali v preglednici Excel (Microsoft Office®, Združene države 
Amerike) ter izbrane skupine analizirali s statističnim programom paketa MedCalc® verzija 
11.40.2.0 (MedCalc Software, Belgija). Paket ponuja izbiro metod izračunavanja referenčnih 
intervalov po predlogih dokumenta CLSI C28-A3. Za vsako populacijo analitov smo najprej 
preverili normalnost porazdelitve vrednosti meritev s Kolmogorov-Smirnovim testom za 
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normalnost. V primeru privzete normalne porazdelitve smo nadaljevali z opisom parametrov z 
normalno porazdelitvijo. V primeru zavrnjene normalnosti porazdelitve smo opisali porazdelitev 
neparametrično z uporabo percentilov. Morebitne ubežne vrednosti smo določali z metodo po 
Tukeyu. Nato smo ustrezno izračunali in določili meje 95 % referenčnih intervalov z 90 % 
intervalom zaupanja. 
Za ugotavljanje skladnosti smo dobljene referenčne intervale primerjali s svetovno dostopnimi 
podatki. 
 30
 4. Rezultati 
Porazdelitve po velikosti rangiranih vrednosti koncentracij elementa smo grafično predstavili v 
točkovnem Tukeyevem kvartilnem diagramu (Graf 2-28). Zamejen kvadrat diagrama predstavlja 
širino interkvartilnega območja intervala (IQR) med 1. kvartilom Q1 (25-percentil P25) in 
3. kvartilom Q3 (75-percentiolom P75) in vsebuje centralno polovico (50%) rangiranih vrednosti. 
Znotraj IQR se nahaja meja, ki predstavlja mediano (50-percentil P50) vrednosti rangiranih 
vrednosti. S skrajnimi zamejitvami se definirata širini intervalov (Q1, Q1−1.5·IQR) in (Q3, 
Q3+1.5·IQR). Pod    zamejitvijo Q1−1.5·IQR in nad zamejitvijo Q3+1.5·IQR se nahajajo tako 
imenovane ubežne      vrednosti rangiranih podatkov. V oddaljenosti manjši od Q1−3·IQR in večji 
od Q3+3·IQR pa se    nahajajo morebitne ekstremne vrednosti. V kvartilni diagram smo umestili 
spodnjo in/ali samo zgornjo mejo 95 % referenčne vrednosti (95-percentil P95) s pripadajočim 90 
% intervalom zaupanja (rdeče obarvano). 
Preglednica 3 (stran 32). Preglednica zbranih podatkov statistične analize elementov. N; število 
analiziranih vzorcev; 191-U; število analiziranih vzorcev zmanjšano za število vzorcev z 
ekstremnimi vrednostmi U (> Q3+3·IQR), < LOD; število analiziranih vzorcev z vrednostjo pod 
mejo določitve, min. (LOD); najmanjša vrednost (enačena z mejo določitve) v skupini (µg/l), max.; 
največja vrednost v skupini (µg/l), KS Norm.; Kolmogorov-Smirnov test Normalnosti (R; zavrnjen, 
A; sprejet),  P50, P95; 50-, 95-percentil (µg/l), L; spodnja vrednost intervala (µg/l), U; zgornja 
vrednost intervala (µg/l), AS, Aritmetična sredina (µg/l), Norm; Normalna distribucija, (90%CI); 90 
% interval zaupanja (µg/l). Vrednosti LOD so povzete po tovarniških nastavitvah analizatorja. 
Preglednica 4 (stran 33). Primerjave referenčnih vrednosti elementov v sledovih med skupinami. 
Povzetek referenčnih intervalov in točkovnih ocen (µg/l) naše skupine KIKKB in Skandinavskih 
skupin ALS 1  [62] in 2 [63], nemške skupine NEM [67], angleško skupino LHSC [66] in ameriške 
klinike Mayo [65]. P50, P60, P95; vrednosti 50-, 60-, 95-percentil (µg/l), ()sm; opomba kadilci, /; 
interval ni določen. 
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Preglednica 3. Preglednica zbranih podatkov statistične analize elementov 
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Graf 2. Grafični prikaz percentilne porazdelitve za Li. 
Graf 3. Grafični prikaz percentilne porazdelitve za Rb. 
Graf 4. Grafični prikaz percentilne porazdelitve za Cs.  
Graf 5. Grafični prikaz percentilne porazdelitve za Be. 
Graf 6. Grafični prikaz percentilne porazdelitve za Sr. 
Graf 7. Grafični prikaz percentilne porazdelitve za Ba. 
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Graf 6. Grafični prikaz percentilne porazdelitve za Sr. 
Graf 7. Grafični prikaz percentilne porazdelitve za Ba. 
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Graf 8. Grafični prikaz percentilne porazdelitve za Ga. 
Graf 9. Grafični prikaz percentilne porazdelitve za Tl. 
Graf 10. Grafični prikaz percentilne porazdelitve za Sn. 
Graf 11. Grafični prikaz percentilne porazdelitve za Pb. 
Graf 12. Grafični prikaz percentilne porazdelitve za As. 
Graf 13. Grafični prikaz percentilne porazdelitve za Sb. 
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Graf 8. Grafični prikaz percentilne porazdelitve za Ga. 
Graf 9. Grafični prikaz percentilne porazdelitve za Tl. 
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Graf 13. Grafični prikaz percentilne porazdelitve za Sb. 
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Graf 14. Grafični prikaz percentilne porazdelitve za Se. 
Graf 15. Grafični prikaz percentilne porazdelitve za Ti. 
Graf 16. Grafični prikaz percentilne porazdelitve za V. 
Graf 17. Grafični prikaz percentilne porazdelitve za Cr. 
Graf 18. Grafični prikaz percentilne porazdelitve za Mo. 
Graf 19. Grafični prikaz percentilne porazdelitve za Mn. 
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Graf 20. Grafični prikaz percentilne porazdelitve za Co. 
 21. i i i  til  lit   Ni. 
 22. i i i  til  lit   Cu. 
 23. i i i  til  lit   Ag. 
 24. i i i  til  lit   Au. 
 25. i i i  til  lit   Zn. 
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Graf 20. Grafični prikaz percentilne porazdelitve za Co. 
Graf 21. Grafični prikaz percentilne porazdelitve za Ni. 
Graf 22. Grafični prikaz percentilne porazdelitve za Cu. 
Graf 23. Grafični prikaz percentilne porazdelitve za Ag. 
Graf 24. Grafični prikaz percentilne porazdelitve za Au. 
Graf 25. Grafični prikaz percentilne porazdelitve za Zn. 
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Graf 26. Grafični prikaz percentilne porazdelitve za Cd. 
Graf 27. Grafični prikaz percentilne porazdelitve za Hg. 
Graf 28. Grafični prikaz percentilne porazdelitve za U. 
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Graf 26. Grafični prikaz percentilne porazdelitve za Cd. 
Graf 27. Grafični prikaz percentilne porazdelitve za Hg. 
Graf 28. Grafični prikaz percentilne porazdelitve za U. 
5. Razprava 
V skladu s priporočili smo pri postavljanju referenčnih intervalov sledili navodilom CLSI C28-A3 
dokumenta. Dokument predvideva in priporoča velikost množice najmanj 120 vzorcev za zanesljivo 
(90 % interval zaupanja) neparametrično analizo podatkov. Ker smo za nekatere elemente v 
sledovih neparametrično porazdelitev tudi pričakovali, smo skladno s tem zagotovili in analizirali 
191 vzorcev nenaključno izbranih preiskovancev. Po podatkih iz anketnega vprašalnika smo 
ugotovili, da so bili vsi preiskovanci ustreznega zdravja in brez življenjskih navad, kot sta npr. 
kajenje in jemanje prehranskih dopolnil. Zato smo v raziskavo vključili vse preiskovance. V tej 
skupini ljudi je bil delež moških približno enak deležu žensk za vse starostne skupine, prav tako so 
si skupine številčno podobne po velikosti (Preglednica 1). Zaradi neizstopajočih razlik merjencev 
med spoloma in med starostnimi skupinami, smo spol in starostne skupine obravnavali 
enakovredno. 
Za preverjanje porazdelitev skupin elementov smo pregledali njihove frekvenčne histograme. 
Skladno s preverjanjem normalnosti porazdelitve s Kolmogorov-Smirnovim testom, smo 
parametrično lahko opisali le štiri elemente: neesencialna Rb in Pb ter esencialna Se in Zn. Zbrani 
podatki za statistične analize elementov so predstavljeni v Preglednici 2 in grafičnih prikazih 
percentilne porazdelitve za posamičen element. Preostale elemente smo opisali z neparametrično 
statistiko. Po predlogu dokumenta CLSI C28-A3 naj bi v primerih, ko vrednosti distribucije niso 
normalno porazdeljene in jih ni mogoče opisati parametrično, če je mogoče, te vrednosti 
transformirali. Kot primerno navajajo tehniko transformacije po Box-Cox-u. Ta statistična tehnika 
preizkuša obstoj eksponentne transformacije, ki neparametrično porazdeljenim odvisnim 
spremenljivkam priredi nove idealizirane normalno porazdeljene odvisne spremenljivke. Menimo, 
da je transformiranje po Box-Cox-u dobrodošlo pri korekcijah manjše asimetrije distribucij, nikakor 
pa z njimi ne uspemo normalizirati vseh ekstremnih primerov nenormalnosti. Ker smo pri naših 
distribucijah elementov v sledovih imeli opravka večinoma z distribucijami z ekstremnimi oblikami 
asimetrije smo pristop transformacje v celoti opustili [70, 77, 78]. Narava teh ekstremnih oblik 
distribucij elementov leži v velikem številu vrednosti elementov, ki so pod mejo detekcije (< LOD, 
Preglednica 3). Li, Be, Ba, Tl, V, Co, Ag, Cd imajo manj kot 50 % vrednosti pod LOD. Ga, Sn, Sb, 
Cr, Ni, Au in U pa imajo pod LOD več kot 50 % vrednosti. Vsi, razen Co so tudi neesencialni 
elementi v sledovih. Če razporedimo elemente po koncentracijskih nivojih (do 0.1 µg/l (Ga, Tl, Sb, 
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V, Au in U), od 0.1 do 1 µg/l (Be, Ba, Sn, Cr, Mo, Co, Ag, Ni in Cd), od 1 do 10 µg/l (Li, Cs, As in 
Hg), od 10 do 100 µg/l (Sr, Pb, Ti, Mn), od 100 do 1000 µg/l (Se), nad 1000 µg/l (Rb, Cu, Zn)) 
opazimo, da se značilno in pogosteje pojavljajo vrednosti pod LOD pri elementih s koncentracijo 
pod 1 µg/l. To nakazuje na vzrok omejitve zaradi analitske občutljivosti metode. Tako bi se pravilne 
distribucije točnih vrednosti pod LOD najverjetnege razkrile s testiranjem z občutljivejšo metodo. 
Kljub nepoznavanju točne koncentracije vrednosti pod LOD iz analize nismo izločili, saj 
predstavljajo pomemben delež referenčne populacije vzorca. S sistematičnim izločanjem vrednosti 
pod LOD bi referenčnemu vzorcu zelo zmanjšali število enot. Novo nastali podvzorec bi tako zaradi 
uvedene sistematične napake imel novo distribucijo elementov s sistematično višjimi vrednostmi 
vzorčnih statistik, kot v vzorcu z obdržanimi vrednostmi pod LOD. Tak podvzorec je pristranski in 
zato slabo reprezentativen vzorec populacije. Zato so bolj varna nadomeščanja vrednosti pod LOD s 
konstantami [82, 83, 84]. Uporaba teh konstant (npr. LOD, LOD/2, LOD/√2 ali 0) je odvisna od 
predvidene distribucije podatkov in računanih parametrov. Neparametrični testi so zaradi narave 
testiranja neobčutljivi na vrednost konstante LOD. Zato smo v nadaljnih statističnih izračunih 
vrednosti pod LOD upoštevali kot absolutne vrednosti LOD. Visoki deleži vrednosti LOD premika-
jo gostoto ostalih centralnih in desno ekstremnih podatkov ranžirne vrste in botrujejo k številnim 
ubežnim in ekstemnim vrednostim. Posledica tega so asimetrije različnih oblik log-normalnih in 
negativno eksponentnih distribucij ter skrajnih distribucij brez konkretne funkcijske podobe. Z 
metodo določanja ubežnih vrednosti po Tukeyu smo tem ekstremnim oblikam distribucij določili 
izredno veliko število (desno) ubežnih in ekstremnih vrednosti. Pri preverjanju krnjenja teh 
vrednosti, se njihova količina ni zmanjševala, temveč so se zaradi lastnosti distribucij vedno 
pojavljale na novo. Z upoštevanjem desnega krnjenja podatkov bi izgubili pomembno količino 
podatkov lastnosti populacije. Zato smo ekstremne vrednosti elementov določili in izločili kot 
ubežne, le kadar so z večkratnim preseganjem 3-kratnnika interkvartilnega območja (> Q3+3·IQR) 
prehajale v višje, za presojano populacijo neznačilne koncentracijske nivoje. 
Smernice CLSI C28-A3 v zvezi z vrednostmi pod LOD ne navajajo nobenih priporočil. V zvezi s 
krnjenjem ubežnih vrednosti pa vzpodbuja h kritičnemu premisleku glede pomembnosti 
vključevanja ubežnih vrednosti v določanje referenčnih intervalov. Ugotavljamo, da CLSI C28-A3 
dokument z opisanimi usmeritvami služi bolj kot splošno vodilo pri postavitvi referenčnih interval-
ov za endogeno nastale in regulirane snovi, ki pogosteje nastopajo kot analiti bioloških vzorcev. 
Neparametrično porazdeljenim distribucijam elementov smo ustrezno izračunali in določili meje 
95 % referenčnih percentilnih intervalov z 90 % intervalom zaupanja. V primerih, kjer smo na 
podlagi znanja o elementih predvidevali klinično nepomembno vlogo spodnje referenčne meje, smo 
zaradi smiselne poenostavitve opredelili le 95 % zgornjo referenčno mejo. Spodnja meja je v teh 
primerih omejena z mejo detekcije. Te meje pa v pisno intervalno oceno nismo vklučili, saj ni 
lastnost populacije. V primerih, ko smo predvidevali pomembno klinično vlogo spodnje in zgornje 
referenčne meje, pa smo opredelili 2,5 % spodnjo in  97,5 % zgornjo referenčno mejo. Napačno 
opredeljene spodnje meje bi lahko za neesencialne elemente v sledovih pomenile napačno klinično 
interpretacijo. Pomeni, da bi bil eksogeno vnešen element v organizmu razumljen kot strogo 
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reguliran ter bi pri koncentracijah pod spodnjo referenčno mejo lahko govorili o pomankanju tega 
elementa v sledovih. Le to, pa bi lahko vodilo celo v njegovo nesmiselno nadomeščanje s terapijo.  
Vrednosti dobljenih rezultatov smo primerjali z zbranimi referenčnimi podatki elementov v 
sledovih v človeškem biološkem materialu Skandinavske skupine laboratorijev ALS Scandinavia 
[61]. V tej skupini so Rodushkin in sod. določili in preverili referenčne vrednosti elementov v 
sledovih v vzorcih polni krvi s tehniko ICP-MS z magnetnim sektorjem. Vzorce so redčili z 
raztopino dušikove(V) kisline in klorovodikove kisline. V referenčno skupino so v prvi študiji zajeli 
31 zdravih atletov, nekadilcev iz Švedske [62]. V drugi študiji pa so pod izboljšanimi pogoji 
(optimizacija metode, zmanjševanje možnosti zunanje kontaminacije) zajeli 12 zdravih 
preiskovancev [63, 64]. Na splošno lahko opazimo, da so zgornje referenčne meje za elemente v 
sledovih v drugi študiji večinoma nižje, ponekod pa celo višje (Li, Sn, Cr, Cu, Cd, Hg). Druga je 
bila primerjalna nemška skupina Heitlanda in sod. [67]. Ta je zajela 130 neobremenjenih 
prostovoljcev iz severne Nemčije. Elemente v sledovih so določili s tehniko ICP-MS s 
kvadrupolom. Vzorce polne krvi so za analizo redčili v amonijevi raztopini. Podatki so zbrani v 
preglednici primerjav referenčnih vrednosti elementov v sledovih (Preglednica 4). Za določene 
esencialne in toksične elemente smo iz Evrope lahko uporabili še laboratorije PaLM angleške 
skupine LHSC [66]. Referenčne vrednosti ameriške klinike Mayo [65] so lahko bile za primerjavo 
uporabljene le v primeru Pb, As, Mn, Cd in Hg. 
Litij (Li) < 6.5 µg/l 
Določena referenčna 95 % vrednost Li (Graf 2) sovpada z zgornjo vrednostjo intervala določitev 
druge objave Rodushkina in sod. [62] ter je višja od 2.3 µg/l prve objave [62]. Obe študiji [52, 63] 
pa določita še spodnjo mejo referenčnega intervala 1.1 µg/l. Skupine Heitlanda in sod. [67] ne 
podaja referenčnih vrednosti, saj so za odvzem krvi uporabili plastične epruvete za analizo kovin 
S-Monovette® (proizvajalec Sarstedt AG & Co. KG, Nemčija) z antikoagulantom Li-heparinom. 
Rezultati za Li v prvi seriji analize 21 vzorcev so bili glede na ostalo populacijo nesmiselno visoki. 
Predvidevamo, da je v procesu priprave vzorcev najverjetneje prišlo do kontaminacije. Te rezultate 
smo kasneje iz analize referenčnih intervalov izločili in določili referenčne intervale za Li na 
velikosti vzorca 170 enot. 14 % preiskovancev je imelo vrednosti Li nižje ali enake spodnji meji 
referenčnega intervala (LOD 1.0 µg/l), 5 % vrednosti (razpon do 17.1 µg/l) pa je bilo spoznanih za 
ubežne. Predvidevamo, da bi z nižjo LOD (občutljivejša metoda) bilo možno opredeliti bolj 
simetrično porazdelitev za Li, kot je to opazno pri Cs in Rb. Simetrija v porazdelitvi enovalentnih 
ionov iz okolja je najverjetneje posledica kompetitivne dinamike z Na+ in K+ ioni v telesu. 
Rubidij (Rb) 1597-3529 µg/l 
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Za Rb (Graf 3) smo določili 95 % referenčni interval 1597-3529 µg/l. Interval kot tudi zgornja 95 % 
meja sta dobro primerljivi z referenčnimi območji Rodushkina in sod. [62, 63] ter Heitlanda in 
Kösterja [67]. 
Cezij (Cs) < 6.0 µg/l 
Določena zgornja referenčna meja za Cs (Graf 4) je 6.0 µg/l, kar sovpada z referenčno mejo 5.5 
µg/l Heitlanda in Kösterja [67]. V primerjavi s 7.5 µg/l Rodushkina in sod. [62, 63] pa je nekoliko 
nižja. Rodushkin in sod. [62, 63] opredelijo tudi spodnjo referenčno mejo, katero smo zaradi 
neesencialnosti Cs opustili.  
Berilij (Be) < 0.271 µg/l 
35 % vrednosti za Be (Graf 5) je pod mejo detekcije. Določena je bila zgornja 95 % referenčna 
meja, ki je višja od 0.015 µg/l (Heitland in Köster [67]) ter vrednosti 0.033 µg/l iz druge objave 
Rodushkina in sod. [63] . Primerljiva je le s prvo objavo Rodushkina in sod. [62]. Predvidevamo, da 
je vzrok v razlikah prisotnost Be v epruvetah za odvzem krvi za elemente v sledovih. V specifikaciji 
uporabljenih epruvet za elemente v sledovih so navedene maksimalne dopustne meje vsebnosti le za 
nekatere elemente v sledovih: As 0.2 µg/l, Cd 0.1 µg/l, Cr 0.5 µg/l, Cu 5.0 µg/l, Pb 0.3 µg/l, Mn 1.5 
µg/l, Hg 3.0 µg/l Se 0.6 µg/l in Zn 40 µg/l. Analiziran je vodni ekstrakt zamašenih plastičnih (BD 
Vacutainer® Plus) epruvet po 4 urah z atomsko absorpcijsko spektroskopijo [80]. Dopustne 
vrednosti za Be in ostale elemente v sledovih za te epruvete niso podane. Ker so splošno podane le 
nekatere dopustne meje in ne točne vrednosti, smo prišli do sklepa, da če želimo zagotavljati 
zanesljive rezultate je nujno, da sami preverjamo vsako novo serijo epruvet za odvzem krvi. 
Stroncij (Sr) < 21 µg/l 
Referenčna vrednost za Sr (Graf 6) je podobna vrednosti Rodushkina in sod. [62, 63] in nižja od 95 
% vrednosti 39 µg/l nemške študije (Heitland in Köster [67]). Preiskovanci prihajajo iz okolice 
pristaniškega mesta Bremen v severni Nemčiji ter iz Skandinavije. Zaradi bližine Severnega morja 
predvidevamo, da so različne vrednosti Sr lahko v povezavi z uživanjem morske hrane. 
V prehrambni verigi organizmov Atlantskega morja je namreč v planktonu veliko praživali  iz 
razreda Achantaria, ki ima topen skelet iz celestita, to je SrSO4 [11].  
Barij (Ba) < 0.74 µg/l 
Za Ba (Graf 7) smo določili zgornjo 95 % referenčno mejo, ki je nekoliko nižja v primerjavi z 
obema skupinama (Rodushkina in sod. [62, 63] , Heitland in Köster [67]). 24 % vrednosti je bilo 
enakih ali manjših od LOD, 7 % vrednosti (razpon do 14 µg/l) pa spoznanih za ekstremne. 
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Distribucija Ba je inverzno eksponentna z mediano pod mejo detekcije in ozkim IQR. Pri takšni 
distribuciji programski paket MedCalc® , ki računa in predlaga ubežne vrednosti z metodo po 
Tukeyu, predlaga preveč vrednosti kot ubežne. S tem lahko odločno vpliva na nepravilen končni 
rezultat. Smatramo, da je v takih primerih boljša izbira ubežnih vrednosti po sklepni presoji. 
Podobno smo morali ravnati pri nekaterih drugih elementih s podobno porazdelitvijo (Glej: Be, Ga, 
Sn, Cr, Au, Ag, U). 
Galij (Ga) < 0.059 µg/l 
Za Ga (Graf 8) smo določili 95 % referenčno mejo, ki sovpada z mejami Rodushkina in sod. [62, 
63]. V naši populaciji je bilo 53 % vrednosti za Ga enakih ali pod LOD. Nemška skupina Heitland 
in Köster [67] izmeri vse vrednosti pod LOD (< 0.2 µg/l) in opredeli referenčno mejo za Ga z LOD 
metode. 
Talij (Ta) < 0.034 µg/l  
Za Tl (Graf 9) smo določili 95 % zgornjo referenčno, ki se ujema z mejami Heitlanda in Kösterja 
[67] ter Rodushkina in sod. [63]. Distribucija (Preglednica 3) kaže, da je bilo 18 % podatkov enakih 
ali manjših LOD in mediano 0.017 µg/l. Simetrijo distribucije si razlagamo kot posledico 
kompetitivne dinamike Tl+  z ionsko podobnim K+. 
Kositer (Sn) < 0.62 µg/l 
Za Sn (Graf 10) smo določili 95 % zgornjo referenčno mejo, ki se ujema z 95 % zgornjo referenčno 
mejo 0.55 µg/l Heitlanda in Kösterja [67]. Določena meja je nekoliko nižja v primerjavi z mejo 1.2 
µg/l [62] in znatno nižja v primerjavi z mejo 4.3 µg/l [62] skupin Rodushkina in sod. 62 % naših 
meritev ima vrednost pod ali enako meji detekcije za Sn, medtem ko ima skupina Heitlanda in 
Kösterja [67] vse vrednosti v dinamičnem območju meritve oz. nad LOD. Predvidevamo, da je 
razlika lahko posledica kontaminacije ali obremenjenosti preiskovancev s Sn iz (industrijsko 
obremenjenega) okolja. 
Svinec (Pb) < 29 µg/l 
Pb (Graf 11) se je distribuiral normalno, zato smo za svinec določili 95 % referenčni interval s 
spodnjo 2.8 µg/l in zgornjo 29.1 µg/l referenčno mejo. Zgornja meja našega intervala je dokaj nižja 
v primerjavi z vrednostmi med 43 µg/l  in 49 µg/l  skupin Rodushkina in sod. [62, 63], Heitland in 
Köster [67] ter klinike Mayo [65]. Predvidevamo, da so višje vrednosti Pb v skupinah lahko 
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posle-dica doprinosa kontaminacije iz epruvete [80] ali večje obremenjenosti preiskovancev s 
svincem iz urbanega in industrijskega okolja. Ker je svinec toksičen element, smo referenčno 
vrednost omejili na zgornjo referenčno mejo. V poklicno izpostavljeni populaciji so dovoljene višje 
referenčne meje ukrepanja. Vrednosti določa Pravilnik o varovanju delavcev pred tveganji zaradi 
izpostavljenosti kemičnim snovem pri delu (UL RS št. 78/2018), Priloga II: Zavezujoče biološke 
mejne vrednosti - BAT vrednosti. 
Arzen (As) < 1.64 µg/l 
Določena zgornja referenčna meja za As (Graf 12) je nekoliko nižja od meje Heitland in Köster [67] 
ter dokaj nižja od mej 3,8 µg/l LHSC [66] in 4.2 µg/l Rodushkina in sod. [63] ter znatno nižja od 
zgornje referenčne meje 12 µg/l klinike Mayo [65]. Vsebnost As v prsti v centralnem, vzhodnem in 
zahodnem delu Evrope je tudi do 30-krat višja kot v severni Evropi. Sklepamo, da vzrok razlik v 
koncentracijah As med državami verjetno povezan z okoljem [14]. 
Antimon (Sb) ni določen 
Porazdelitev Sb (Graf 13) je bimodalna. 70 % meritev ima vrednost pod ali enako meji detekcije za 
Sb, ostalih 30 % vrednosti pa prihaja iz druge populacije z razponom vrednosti od 3.2 µg/l do 5.6 
µg/l in mediano 4.1 µg/l.  Zelo verjetno je, da je druga populacija posledica kontaminacije. Izkaže 
se, da so antimonovi oksidi (ter tudi oksidi Ti in Ge) katalizatorji v proizvodnji polimernih 
materialov iz poli-etilen tereftalata (PET) ter sredstvo za zniževanje gorljivosti. Sb, se iz teh 
materialov lahko kasneje tudi izloča [16, 31]. Ker so uporabljene epruvete za odvzem krvi iz PET, 
predvidevamo, da so koncentracije Sb v vzorcih druge populacije posledica izločanja Sb iz epruvet. 
Izkazalo se je, da so bili vzorci krvi odvzeti v dve različni seriji epruvet. V specifikaciji epruvet za 
elemente v sledovih je maksimalna dopustna koncentracija Sb < 0.8 µg/l podana le za epruvete za 
elemente v sledovih iz stekla z dodanim antikoagulantom Li-heparinom [80]. Nemška skupina 
Heitland in Köster [67] je določila 95 % zgornjo referenčno mejo Sb < 0.040 µg/l. Kri so odvzeli v 
plastične epruvete za analizo kovin S-Monovette® (proizvajalec Sarstedt AG & Co. KG, Nemčija) z 
antikoagulantom Li-heparinom. Sklepamo, da je za zanesljive rezultate določanja Sb v krvi, 
potrebno uporabiti steklene epruvete, v vsakem primeru pa je potrebno določiti koncentracijo 
ozadja Sb v vodnem ekstraktu epruvete. 
Selen (Se) 71-156 µg/l 
Porazdelitev Se (Graf 14) je normalna, zato smo mu parametrično določili 95 % referenčni interval 
71-166 µg/l. Interval se okvirno ujema z intervali švedske skupine Rodushkina in sod. [63] in 
nemške skupine Heitlanda in Kösterja [67], ter je nižji od referenčnega intervala 133-277 µg/l prve 
objave skupine Rodushkina in sod. [62] in intervala 160-261 µg/l angleške skupine LHSC [66]. Se 
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je esencialni element. Višje koncentracije Se v populaciji atletov, v prvi objavi skupine Rodushkina 
in sod. [62] bi lahko pripisali uživanju Se s prehranskimi dopolnili, ki se pogosto uporabljajo v tej 
skupini preiskovancev. Zaradi podobnosti z referenčnim intervalom skupine LHSC [66], sklepamo, 
da bi lahko bil morebiten vzrok teh višjih vrednosti prav tako v uporabi prehranskih dopolnil s Se. 
Podatka za uživanje prehranskih dopolnil za ti dve skupini nimamo, imamo pa podatek, da naša 
skupina ni uživala prehranskih dopolnil. Visoke količine selena vsebuje tudi rastlinska hrana 
[16, 32]. Koncentracija Se je v tekočih površinskih vodah v Sloveniji podobna koncentracijam vod 
v Skandinaviji in 10-krat nižja kot v vodah severo-vzhodne Evrope [14]. Slednje bi lahko bil 
dodaten vzrok za zvišane koncentracije Se v skupini LHSC [66]. 
Titan (Ti) ni določen 
Za Ti (Graf 15) smo določili zgornjo 95 % referenčno mejo < 23.8 µg/l, ki skoraj 10-krat presega 
2.59 µg/l prve objave Rodushkina in sod. [62] ter še nižje 0.89 µg/l druge objave Rodushkina in 
sod. [62] in 1.0 µg/l skupine LHSC [66]. Skupina Heitlanda in Kösterja [67] referenčne vrednosti za 
Ti v krvi ne poda. Količina Ti v tekočih vodah je v Sloveniji v primerjavi z ostalo Evropo med 
nižjimi. Glede na dokaj simetrično porazdelitev za Ti predvidevamo, da je prišlo do sistemske 
kontaminacije ali interferenc zaradi vpliva matriksa. Vzroka nismo uspeli pojasniti zato 
referenčnega intervala za Ti nismo izdali.  
Vanadij (V) < 0.070 µg/l 
Za V (Graf 16) smo določili zgornjo 95 % referenčno mejo, ki je nekoliko nižja od podobnih mej 
0.103 µg/l Heitlanda in Kösterja [67] in 0.106 µg/l skupine LHSC [66] ter precej nižja od 0.28 µg/l 
skupin Rodushkina in sod. [62, 63]. Za razliko od Heitlanda in Kösterja [67], ki ne določijo nobene 
vrednosti nižje ali enake LOD, je v naši populaciji delež teh vrednosti 45 %.  
Krom (Cr) < 0.45 µg/l 
Za Cr (Graf 17) smo določili zgornjo 95 % referenčno mejo, ki je dobro primerljiva z referenčnimi 
vrednostmi skupine LHSC [66] in skupine Rodushkina in sod. [62, 63]. V naši populaciji je bilo 80 
% vrednosti za Cr manjših ali enakih LOD. Heitland in Kösterj [67] referenčnih vrednosti za Cr ne 
določita. Plastične epruvete za elemente v sledovih dopuščajo 0.5 µg/l, steklene pa celo do 0.9 µg/l 
Cr, kar presega določeno referenčno mejo [80]. Morebitna kontaminacija Cr iz epruvet lahko 
bistveno vpliva na nezanesljivost rezultata meritve. Ponovno ugotavljamo, da je za zanesljivo 
določanje elementov v sledovih v krvi, potrebno nujno preveriti na prisotnost elementov v sledovih 
vsako novo serijo uporabljenih epruvet za odvzem krvi. 
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Molibden (Mo) < 1.0 µg/l 
Za Mo (Graf 18) smo določili zgornjo 95 % referenčno mejo, ki je primerljiva z referenčnimi 
vrednostmi skupine Heitlanda in Kösterja [67], skupine LHSC [66] ter skupine Rodushkina in sod. 
[63]. Rodushkina in sod. v prvi študiji [62] objavi višjo zgornjo referenčno mejo 5.4 µg/l. 
Mangan (Mn) 4.2-14.1 µg/l 
Za Mn (Graf 19) v krvi je bil neparametrično določen 95 % referenčni interval. Določen interval se 
dobro ujema z intervalom skupine Heitlanda in Kösterja [67]. Skupini LHSC [66] in klinika Mayo 
[65] opredelita nekoliko širše referenčne intervale s podobnim razponom našemu intervalu 14 µg/l 
in zgornjimi mejami 19.5 µg/l in 18.3 µg/l. Podobno Rodushkin in sod. v prvi objavi [62] opredeli 
interval z zgornjo mejo 18 µg/l  in razponom 11 µg/l, v drugi objavi [63] pa opredeli znižan in ožji 
interval 3.3-8.4 µg/l  z razponom 5 µg/l.  
Kobalt (Co) < 0.33 µg/l 
Za Co (Graf 20) smo določili zgornjo 95 % referenčno mejo, ki je le nekoliko nižja od meje 0.41 
µg/l skupine Heitlanda in Kösterja [67], meje 0.39 µg/l skupine LHSC [66] ter višja od meje 0.20 
µg/l druge objave Rodushkina in sod. [62, 63]. Določili smo 11 % vrednosti nižjih ali enakih mejah 
določitve. 
Nikelj (Ni) < 0.25 µg/l 
Za Ni (Graf 21) smo določili zgornjo 95 % referenčno mejo, ki se dobro ujema z zgornjo mejo 
Heitlanda in Kösterja [67]. Heitlanda in Kösterja [67] določita 15 % vrednosti manjših ali enakih 
meji detekcije 0.025 µg/l. V naši raziskavi z mejo določitve 0.182 µg/l je zapadlo kar 88 % 
vrednosti pod ta nivo. Skandinavska skupina Rodushkina in sod. [63] določi zgornjo mejo 0.77 µg/l 
z opozorilom na možnost kontaminacije. Meja skupine LHSC [66] je postavljena na 1.3 µg/l. 
Baker (Cu) 508-1307 µg/l 
Za Cu (Graf 22) v krvi smo neparametrično določili 95 % referenčni interval. Interval z razponom 
799 µg/l je nekoliko nižji in ožji od intervala 590-1470 µg/l z razponom 880 µg/l  Rodushkina in 
sod. [62]. Skupina LHSC opredeli še višja intervala ločeno za ženske in moške [66]. Interval 
780-1760 µg/l z razponom 982 µg/l Rodushkina in sod. [63] in interval 720-1620 µg/l z razponom 
900 µg/l  Heitlanda in Kösterja [67] sta še višja in širša. Določen referenčni interval v slovenski 
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populacij ima v primerjavi s švedsko, angleško in nemško najnižje zgornje in spodnje mejne vred-
nosti in je najožji po razponu.  
Srebro (Ag) < 0.232 µg/l 
Za Ag (Graf 23) smo določili zgornjo mejo 95 % referenčnega intervala, ki je zelo dobro 
primerljiva s skupinami Heitlanda in Kösterja [67] ter Rodushkina in sod. [62, 63]. Nekoliko višja 
je le zgornja meja 0.34 µg/l skupine LHSC [66]. Pri naših meritvah je bilo 44 % vrednosti nižjih ali 
enakih LOD. Ta delež je pri Heitlandu in Kösterju [67] le 18 %. Predvidevamo, da je lahko 
morebiten vzrok razlik v populacijah lahko tudi posledica popularnosti nošenja srebrnega nakita. 
Zlato (Au) < 0.008 µg/l 
Za Au (Graf 24) smo določili zgornjo mejo 95 % referenčnega intervala, ki nižja od 0.45 µg/l 
nemške skupine Heitlanda in Kösterja [67] in nižja od vrednosti 0.27 µg/l in 0.18 µg/l švedskih 
skupin Rodushkina in sod. [62, 63]. Kar 91 % določenih vrednosti je bilo nižjih od ali enakih meji 
detekcije 0.006 µg/l. Heitlanda in Kösterja [67] prav tako navajata da je bil delež vrednosti pod 
LOD 38 %. Predvidevamo, da so višje vrednosti zlata v tujih skupinah, lahko tudi posledica 
priljubljenosti nošenja zlatega nakita. 
Cink (Zn) 5944-7600 µg/l 
Za Zn (Graf 25) je bil parametrično določen 95 % referenčni interval z razponom 1656 µg/l. 
Razpon intervala je podoben razponu 1800 µg/l z nižjim intervalom 3900-5700 µg/l Rodushkina in 
sod. [63]. Dobljen interval je skoraj 2-krat ožji od intervala 4837-7980 µg/l z razponom 3143 µg/l 
skupine LHSC [66] ter več kot 3-krat ožji od razpona 5600 µg/l intervala 3500-9100 µg/l 
Rodushkina in sod. [62]. Predvidevamo, da del razlike med zgornjima mejama referenčnih 
intervalov za Zn v polni krvi, med prvo in drugo objavo Rodushkin in sod. [62, 63], lahko 
pripišemo zmanjševanju možnosti kontaminacije z Zn v drugi študiji.  
Kadmij (Cd) < 1.49 µg/l 
Za Cd (Graf 26) smo določili zgornjo 95 % referenčno mejo, ki je nekoliko nižja od 1.9 µg/l 
nemške skupine Heitlanda in Kösterja [66] ter precej nižja od 4.9 µg/l (klinika Mayo [65]) in 3.6 
µg/l (skupine LHSC [66]) oziroma 5.4 µg/l, če so vključeni kadilci. Skupini Rodushkina in sod., ki 
vključujeta med preiskovance atlete, določita precej nižje vrednosti Cd v krvi, 0.32 µg/l [62] in 0.54 
µg/l [63]. Za zagotavljanje zanesljivih referenčnih intervalov je po smernicah dokumenta CLSI 
potrebno izločiti vse neprimerne posameznike. To velja tudi za krvodajalce, za katere se v osnovi 
predvideva, da so zdravi, vendar se dopušča kajenje [12]. Ker so povišane vrednosti Cd znane za 
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kadilce, je naša skupina med preiskovance zajela prostovoljce krvodajalce, med katerimi ni bilo 
kadilcev. Določili smo le 5 % vrednosti, ki so bile nižje ali enake meji detekcije, medtem ko 
skupina Heitlanda in Kösterja [66] ne določi vrednosti pod mejo detekcije. Predvidevamo, da so 
nastale razlike med skupinami, lahko tudi posledica kajenja.  
Živo srebro (Hg) < 4.6 µg/l 
Za Hg (Graf 27) smo določili zgornjo 95 % referenčno mejo, nekoliko nad mejo Heitlanda in 
Kösterja [66] ter skupine LHSC [66] ter pod mejami skupine Rodushkina in sod. [62, 63] in pod 
mejo 9 µg/l  klinike Mayo [65]. Specifikacija za uporabljene epruvete za elemente v sledovih 
dopuščajo 3.0 µg/l za plastične epruvete, za steklene pa podatka ne navaja [80]. Glavni vzroki razlik 
primerjanih referenčnih vrednostih so lahko precej heterogeni. Ker so maksimalne dopustne 
vrednosti v epruvetah precej visoke, predvidevamo, da lahko delno v prikriti izvor razlik v 
vrednostih, doprinese tudi kontaminacija Pb iz epruvet.   
Uran (U) < 0.019 µg/l 
V krvi preiskovancev je 61 % vrednosti U nižjih ali enakih meji detekcije 0.001 µg/l. Za U (Graf 
28) smo določili zgornjo referenčno mejo, ki je nižja od podane zgornje meje referenčnega intervala 
Rodushkina in sod. [62, 63] ter nekoliko višja od vrednosti 0.004 µg/l Heitlanda in Kösterja [66]. 
Heitland in Köster [66] določita razpon vrednosti 0.001- 0.006 µg/l in podoben delež 65 % pod 
mejo detekcije 0.001 µg/l. Ta podan zelo ozek referenčni interval, na meji občutljivosti metode brez 
merilne negotovosti, je nezanesljiv. V naši populaciji je 22 % vrednosti, ki presegajo vrednost 0.004 
µg/l in razširjajo referenčni interval. Predvidevamo, da so nekoliko višje koncentracije posledica 
neinvazivnega vpliva okolja. 
Za primerjavo smo imeli na razpolago majhno število primernih primerjalnih skupin (Preglednica 
4). Velika večina pregledanih objavljenih publikacij sicer uporablja tehnologijo ICP-MS z enojnim 
kvadrupolom, vendar opredeljuje referenčne intervale le v krvni plazmi ali urinu. Primerjalna 
skupina Heitlanda in Kösterja [66] iz Nemčije je bila edini dostopen referenčni vir, ki je tako kot 
mi, za pripravo vzorcev krvi, kontrol in standardov uporabljal amonijevo raztopino ter ICP-MS 
tehnologijo. Skupina Rodushkina in sod. [62, 63, 64] je uporabila metodo kisle priprave vzorcev 
krvi (raztopine vzorcev krvi in kontrolnih vzorcev so pripravili v raztopini dušikove(V) kisline) in 
jih analizirala s tehnologijo ICP-MS. Skupini LHSC [66] in klinika Mayo [65] navajata samo 
tehnologijo analize z ICP-MS z masnim sektorjem visoke ločljivosti in ICP-MS z masnim 
sektorjem. V primerjavi med skupinami bi bila najzanesljivejša primerjava s skupino Heitlanda in 
Kösterja [66], saj v preiskavo zajema reprezentativen vzorec 130 zdravih prostovoljcev. Skupina 
Rodushkina in sod. v prvi raziskavi [62] zajema 32 zdravih prostovoljcev atletov v drugi raziskavi 
[63] pa le 12. Čeprav so raziskave te skupine obsežne, menimo, da njihovi referenčni intervali niso 
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dobro reprezentativni za splošno zdravo populacijo, saj so bili določeni na zelo nizkem številu 
preiskovancev atletov, ki predstavljajo zelo športno aktivni del splošne zdrave populacije. 
Na splošno ima nemška skupina Heitlanda in Kösterja [66] višje nekatere zgornje meje referenčnih 
intervalov, predvsem za Sr, Ba, Pb, As, Mo, Mn, Co, Ni, Cu, Au, Ag in Cd. Predvidevamo, da bi 
višje vrednosti lahko pripisali obremenitvi posameznikov in okolja saj je Bremen z okolico razvito 
pristaniško in industrijsko mesto. Predvidevamo, da bi višje vrednosti Au, Ag, Cu in Ni deloma 
lahko bile tudi posledica pogostega nošenja zlatega in srebrnega nakita ter pogostega rokovanja s 
kovanci. Švedski skupini Rodushkina in sod. [62, 63] imata višje nekatere zgornje meje referenčnih 
vrednosti, predvsem za Sn, Pb, Se, V, Cr, Mo, Mn, Ni, Cu in Hg. Skupina ne poda točnega kraja, iz 
katerega prihajajo preiskovanci, zato težko opredelimo vpliv obremenitve iz okolja. Predvidevamo, 
da so višje vrednosti Se, Cr, Mo, Mn in Cu lahko tudi posledica uporabe dodatkov k prehrani 
atletov. Predvidevamo tudi, da so visoke vrednosti predvsem V, deloma tudi za Cr in Ni, lahko 
posledica vnosa pri uporabi kovinskega telovadnega orodja. Skupini LHSC [66] ima v primerjavi z 
našimi višje vrednosti zgornjih mej referenčnih intervalov predvsem za As, Se, V, Mn, Ni in Cu. Z 
medsebojno primerjavo smo opazili, da ima skupina Rodushkina in sod. [62, 63], višje zgornje ref-
erenčne meje za As, Se in Hg, skupina Heitlanda in Kösterja [66] višje zgornje referenčne meje za 
Sr, As in Se ter skupina LHSC [66] višje zgornje meje referenčnih vrednosti za As in Se. Pri 
poklicno ali okoljsko neobremenjeni populaciji je pomemben vir elementov Sr, As, Se in Hg 
predvsem morska hrana [23, Graf 1]. Države, od koder izhajajo preiskovanci, so pretežno obdane z 
morjem. Sklepamo, da je zaradi dostopnejšega morja pogostejša tudi prehrana z morsko hrano. 
Predvidevamo, da so lahko višje vrednosti  referenčnih intervalov za Sr, As, Se in Hg pri 
preiskovancih tudi posledica uživanja morske hrane.  
Najpomembnejši vir esencialnih in neesencialnih elementov v sledovih je vnos s hrano. Pri tem je 
zelo pomemben obrat elementov v sledovih v biosferi. Večina elementov v sledovih vstopa v 
prehransko verigo človeka direktno z rastlinsko in indirektno preko živalske prehranske verige. 
Širom po svetu lahko v prehransko verigo človeka, kot posledica neuravnovešenih in pretiranih 
naravnih ali antropogenih procesov, vstopajo v del verige tudi neesencialni in potencialno toksični 
elementi. Pot prehranske verige je na globalnem nivoju zelo kompleksna. Hrana s preseženo 
količino elementov v sledovih se lahko zaradi prostega trgovinskega trga z živili razprši globalno v 
druge dele sveta in ne obremenjuje samo tamkajšnje lokalne populacije. 
Razlike med posamezniki v populaciji ter med populacijami so predvsem posledica geografskih, 
socialno-ekonomskih in osebnostnih razlik. Primerjava podatkov nam je omogočila vpogled v 
težavnost interpretacije, kadar populacije ne poznamo dovolj dobro. Referenčne intervale, ki ne 
opisujejo in izhajajo iz nam poznane populacije, lahko interpretiramo kvečjemu z nezanesljivim 
predvidevanjem in posploševanjem. Ugotavljamo, da zaradi obstoja očitnih razlik med 
posameznimi populacijami, za interpretacijo elementov v sledovih tuji in nepoznani referenčni 
intervali niso primerni. 
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Ugotavljamo tudi, da je za zanesljivo interpretacijo referenčnih intervalov za elemente v sledovih, 
nujno in izrednega pomena določiti laboratoriju lastne referenčne intervale na lastni dobro poznani 
populaciji, ki dobro pokriva okolje, v katerem živimo.   
Ugotovili smo, da na vzrok napačnega in nezanesljivega rezultata lahko vplivajo elementi v 
sledovih sproščeni iz materiala epruvet, ki v stiku s krvjo kontaminirajo vzorec krvi. V skladu z 
dobro delovno prakso na povdarku preprečevanja in zmanjševanja verjetnosti zunanje 
kontaminacije vzorca, je za zanesljivo analizo zelo pomembna tudi informacija o prisotnosti 
elementov v sledovih izločenih iz uporabljenih epruvet za odvzem krvi. Proizvajalec epruvet podaja 
količino elementov izločenih iz epruvet le za najpogosteje testirane elemente v sledovih (Pb, As, Sb, 
Se, Cr, Mn, Cu, Zn, Cd, Hg) in sicer z maksimalno dopustno zgornjo koncentracijsko mejo. Za 
preostale elemente v sledovih pa je količina iz epruvet nepoznana. Tako lahko že sprejemljive 
količine do maksimalno dopustne zgornje meje za Cr in Hg vplivajo na nepravilno povišani 
rezultat. Podobno velja za vse ostale elemente v sledovih, ki imajo nizke referenčne intervale. V 
laboratoriju smo zato vzpostavili protokol sledenja kontaminacij z elementi v sledovih iz epruvet, 
tako da vsako novo serijo epruvet pred uporabo testiramo na prisotnost elementov v sledovih. S tem 
preventivnim ukrepom lahko pravočasno zaznamo morebitno neprimerno visoko vsebnost 
posameznih elementov v seriji epruvet ter se na ta način izognemo napačni interpretaciji rezultatov. 
Podobno smo za analizo Sb določili protokol analize vzorca krvi in vzporedno slepega vzorca 
deionizirane vode odvzetih v steklene epruvete brez dodatka iz iste serije proizvodnje.  
ICP-MS je novejša, ekonomsko dražja tehnologija, ki se po laboratorijih v svetu šele uvaja v rutino. 
Temu primerno na tržišču sledita tudi dostopnost kvalitetnih (čistih od primesi elementov v 
sledovih) namenskih potrošnih materialov in posledično število zanesljivih znanstvenih objav. 
S primerjavo referenčnih vrednosti med skupinami smo ugotovili, da je slovenska populacija manj 
obremenjena z elementi v sledovih, kot primerjane populacije v Evropi. Večina naših referenčnih 
intervalov za elemente v sledovih je bilo dokaj podobnih oziroma celo nižjih od primerjanih skupin. 
Na osnovi rezultatov lahko vzporedno tudi zaključimo, da je slovenska populacija zdrava in z ele-
menti v sledovih, nizko obremenjena populacija ljudi.  
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6. Sklep  
- Za odraslo slovensko populacijo obeh spolov smo s tehnologijo ICP-MS uspešno postavili 
refe-renčne intervale za 25 elementov v sledovih v krvi: Li, Rb, Cs, Be, Sr, Ba, Ga, Tl, Sn, Pb, As, 
Se, V, Cr, Mo, Mn, Co, Ni, Cu, Ag, Au, Zn, Cd, Hg in U. Za  elementa v sledovih: Sb in Ti smo 
dokazali in potrdili nezanesljivost standardnega rutinskega postopka za določanje elementov v 
sledovih in uvedli postopek z vzporednim merjenjem prisotnosti elementov v praznih  epruvetah. 
- Ugotovili smo, da referenčna območja za elemente v sledovih v krvi ni mogoče enostavno povzeti 
po tuji literaturi, saj so tuji viri za interpretacijo naše populacije nezanesljivi. To nam je dodatno 
potrdilo pomen postavitve laboratoriju lastnih referenčnih vrednosti za elemente v sledovih v okviru 
prostora, ki ga pokriva laboratorij s svojo dejavnostjo. 
- Na novo smo postavili referenčne intervale elementov v sledovih v krvi za vse že obstoječe 
elemente iz nabora preiskav: Pb, Se, Cr, Mn, Co, Ni, Cu, Zn, Cd in Hg ter k naboru preiskav dodali 
nove elemente s pripadajočimi referenčnimi intervali: Li, Rb, Cs, Be, Sr, Ba, Ga, Tl, Sn, As, Sb, Ti, 
V, Mo, Ag, Au in U. Posodobljen in razširjen nabor bo omogočal podrobnejši vpogled v zdravje 
populacije ter pri klinično pomembnih odločitvah pomembno doprinesel k zanesljivejši interpretaci-
ji. 
- Postavljeni referenčni intervali bodo lahko kot evropski referenčni vir služili za primerjavo 
svetovnim raziskovalnim skupinam in s tem bistveno doprinesli k razširjanju, posodabljanju in 
poenotenju metod ter tehnologije za določanje elementov v sledovih. 
- Dokazali smo da je ICP-MS enostavna, hitra, učinkovita in zanesljiva tehnologija, ki omogoča 
hkratno več-elementarno analizo. Z uvedbo tehnologije ICP-MS v rutinsko klinično delo določanja 
elementov v sledovih smo naredili izreden doprinos k zagotavljanju kakovosti v laboratorijski 
dejavnosti. 
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